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 PREDSTAVITEV PROBLEMA 1.1
 
Ob naraščanju svetovnega prebivalstva naraščajo potrebe po energiji. Zaradi tega 
narašča interes po odkrivanju novih obnovljivih virov energije, kjer eno izmed moţnosti 
predstavlja pridobivanje bioplina (Ward in sod., 2014; Zhang in sod., 2016). 
 
Kot zelo obetajoč vir surovin za proizvodnjo bioplina so se izkazale mikroalge, ki 
predstavljajo dobro alternativo uporabi energetskih rastlin, zlasti zaradi velike vsebnosti 
lipidov in ogljikovih hidratov v celicah, enostavnega gojenja, visoke fotosintetske 
učinkovitosti in manjše porabe vode za gojenje, saj lahko mikroalge gojimo v slani, 
odpadni ali nepitni vodi (Ward in sod., 2014; Zhang in sod., 2016). Teţava pri uporabi 
mikroalg za proizvodnjo bioplina je njihova teţko razgradljiva celična stena, ki je 
sestavljena iz kompleksnih organskih spojin, preteţno celuloze, hemiceluloze in 
pektina. Teţko razgradljive celične stene mikroalg upočasnjujejo anaerobno razgradnjo, 
predvsem stopnjo hidrolize (Ward in sod., 2014). 
 
Za pospešitev hidrolize in povečano proizvodnjo bioplina iz mikroalgne biomase 
obstaja več načinov. Kot učinkovite metode so se izkazali različni postopki predobdelav 
(termična, mehanska, kemična in biološka) (Passos in sod., 2014) in bioaugmentacija 
procesa anaerobne razgradnje s hidrolitskimi anaerobnimi bakterijami. Ustrezno izbrane 
hidrolitske bakterije proizvajajo ekstracelularne encime za razgradnjo kompleksnih 
lignoceluloznih substratov na osnovne gradnike, ki jih za proizvodnjo bioplina izkoristi 
anaerobna mikrobna zdruţba (Lü in sod., 2013). 
 
Raziskovalci so preizkusli številne hidrolitske bakterije. Kot ustrezna in obetavna izbira 
za biološko predobdelavo in bioaugmentacijo proizvodnje bioplina iz čistih kultur 
mikroalg se je izkazal dodatek termofilne, anaerobne in celulolitične bakterije 
Clostridum thermocellum, saj je pospešil proces hidrolize in povečal proizvodnjo 
bioplina oz. metana (Lü in sod., 2013). O vplivu dodajanja bakterije C. thermocellum v 
mešano mikroalgno biomaso do danes še ni veliko raziskanega.  
 
 NAMEN DELA 1.2
 
Namen dela je bil ugotoviti, kako dodajanje celulolitičnih bakterij Clostridium 
thermocellum pospeši anaerobno razgradnjo mikroalgne mešanice. Prav tako je bil cilj 
ugotoviti, kateri način obdelave mikroalgne mešanice, biološka predobdelava ali 
bioaugmentacija s Clostridium thermocellum, najbolj poveča proizvodnjo bioplina oz. 
metana.  
 
 DELOVNE HIPOTEZE 1.3
 
Hipoteza 1: Dodatek celulolitičnih bakterij Clostridium thermocellum bo v postopku 
biološke predobdelave in bioaugmentacije pospešil hidrolizo mikroalgnih celičnih sten 
in s tem povečal proizvodnjo bioplina v primerjavi z neobdelano mikroalgno mešanico.  
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Hipoteza 2: Uspešnejši bo postopek bioaugmentacije mikroalgnih mešanic z večkratnim 
zaporednim dodajanjem bakterije C. thermocellum kot postopek z enkratnim 
dodajanjem te bakterije.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
Pri uporabi neobnovljivih energetskih virov kot so fosilna goriva, naletimo na številne 
teţave. Ker fosilna goriva niso obnovljiv vir energije, so njihove zaloge omejene. Poleg 
tega imajo škodljiv vpliv na okolje, saj se ob njihovi uporabi v okolje sproščajo emisije 
onesnaţeval zraka in toplogredni plini, predvsem CO2, ki prispeva h globalnemu 
segrevanju (Nzila, 2016). 
 
Fosilna goriva bi sčasoma lahko delno nadomestila biomasa, ki predstavlja pomemben 
vir za pridobivanje obnovljive energije. Področje obnovljivih virov energije se hitro 
razvija, saj ima pozitivne učinke na okolje in ekonomski potencial zaradi naraščajočih 
cen fosilnih goriv (Deepanraj in sod., 2015). Trenutno so raziskave in industrija, ki se 
ukvarjajo z obnovljivimi viri energije, močno usmerjeni v izboljšanje procesov 
anaerobne razgradnje. Osredotočajo se na povečanje izkoristka substratov za 
pridobivanje bioplina. Izzivi, ki jih je potrebno premagati, so nizek donos bioplina, dolg 
zadrţevalni čas in visoki investicijski stroški za izboljšanje proizvodnje bioplina iz 
substrata. Te teţave so močno odvisne od dostopnosti, sestave in razgradljivosti 
substrata, uporabljenega za pridobivanje bioplina (Patinvoh in sod., 2017). 
 
Mikroalge kot alternativni vir energije, s svojo hitro rastjo in vzporedno porabo CO2 
predstavljajo ogljično nevtralen vir energije. Anaerobna razgradnja mikroalg je 
obetaven proces za proizvodnjo bioplina, ki ga lahko očiščenega primesi uporabimo za 
proizvodnjo električne energije ali/in za proizvodnjo toplotne energije (Ward in sod., 
2014). Ocenili so, da bi lahko v Evropski uniji vsaj 25 % od celotne potrebe po energiji 
pridobili iz procesa anaerobne razgradnje (Nzila, 2016). 
 
 MIKROALGNA BIOMASA 2.1
 
Alge so raznolika skupina fotosintetskih organizmov, kamor uvrščamo enocelične 
(mikroalge, fotosintetske bakterije in fitoplankton) in večcelične alge (mikroalge in 
filamentozne alge). Najdemo jih v slanih in sladkih vodah. S pomočjo pigmentov, kot je 
klorofil, prejemajo energijo sončne svetlobe ter vodo in CO2 pretvarjajo v različne 
metabolite, kemikalije in uporabno biomaso (Vassilev is sod., 2016).  
 
Mikroalge merijo v dolţino do 400 µm (Rodriguez in sod., 2015). Večina celičnih sten 
mikroalg je zgrajenih iz dveh delov, iz fibrilarnega (skelet) in amorfnega dela (matriks). 
V amorfni del je vgrajen fibrilarni del, ki ga sestavljata večinoma celuloza in 
hemiceluloza (Passos in sod., 2016). 
 
Mikroalge vsebujejo majhen deleţ lignina (<2 %), celuloze (7,1 %) in hemiceluloze 
(16,3 %) (Montingelli in sod., 2015). Celulozo sestavljajo podenote glukoznih 
monomerov, ki so medsebojno povezani z 1,4 ß-glikozidnimi vezmi. Hemiceluloze so 
linearni ali razvejani heteropolisaharidi, večinoma sestavljeni iz različnih sladkornih 
monomernih enot (D-glukoza, D-manoza, D-galaktoza, D-ksiloza, L-arabinoza in L-
ramnoza) ter uronske kisline (Hendriks in sod., 2009). Glede na monosaharid, ki sestavlja 
glavno verigo, jih lahko razdelimo v več skupin: ksilani, manani, galaktani, arabinani in 
glukani. Lignin ima kompleksno amorfno in teţko razgradljivo strukturo, ki vključuje 
tri različne fenilpropanske enote, ki so med sabo povezane z različnimi vezmi. Celuloza 
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in hemiceluloza sta v anaerobnih pogojih razgradljivi, če se pojavljata samostojno in 
nepovezano. Hemiceluloza je pri teh pogojih nekoliko laţje razgradljiva kot celuloza. 
Vendar pa sta celuloza in hemiceluloza pogosto prepleteni z ligninom, ki skupaj 
oblikujejo zelo stabilne in teţko razgradljive polimere. (Hendriks in sod., 2009; Hu in 
sod., 2016). Prav visoko urejene in tesno povezane regije notranjih slojev celuloznih 
mikrovlaken omejujejo dostop in delovanje hidrolitičnih encimov (celulaze). Omenjena 
teţava sodi med zahtevnejše tehnološke izzive, s katerimi se sooča biotehnologija s 
prodročja energetike. 
 
Sporopoleni, ki poleg hemiceluloze sestavljajo celično steno mikroalg Scenedesmus 
obliquus, sodijo med zelo teţko razgradljive makromolekule in zaradi tega predstavljajo 
oviro pri doseganju učinkovite anaerobne razgradnje (Mussgnug, 2010). Vrste alg 
Chlamydomonas sp. imajo celične stene sestavljene preteţno iz glikoproteinov, celuloza 
predstavlja le manjši del, zato je njihova razgradnja enostavnejša (Passos in sod., 2014).   
 
Mikroalgno biomaso, ki je gojena v odprtih bazenih za čiščenje odpadnih voda, 
sestavlja mešana zdruţba mikroalg in bakterij. Takšna biomasa se ne razlikuje samo v 
mikrobni zdruţbi, temveč tudi v kemijski sestavi mikroalg in strukturi njihovih celičnih 
sten (Passos in sod., 2016). Zdruţba mikroalg se spreminja skozi letni čas, na kar 
vplivajo različni faktorji, kot so okoljske razmere (svetloba, temperatura, padavine…), 
sestava odpadne vode (prisotnost bakterij in toksičnih spojin) in pojavnost mikrofavne 
(Passos in sod., 2015). Filamentozne mikroalge Stigeoclonium sp. so v sistemih za 
obdelavo odpadnih voda pogosto prisotne. Rastejo v različnih pogojih, tako v vodah, 
onesnaţenih z organskim materialom kot v vodah onesnaţenih s teţkimi kovinami 
(Passos in sod., 2015). Lavrič in sod. (2017) so v raziskavi uporabili mikroalgno 
mešanico, gojeno na digestatu iz termofilnega bioreaktorja, kjer so se kot dominantne 
vrste mikroalg pojavljale vrste Scenedesmus sp. (večinoma S. obliquus, S. acuminatus in 
S. quadricauda), Monoraphidium sp., Ankistrodesmus sp. Chlorella sp., 
Chlamydomonas sp. in Haematococcus sp. Prisotnih je bilo tudi nekaj cianobakterij. 
Mikroalge, kot so Scenedesmus sp., Monoraphidium sp. in Ankistrodesmus sp. veljajo 
za mikroalge z nizko energijsko vrednostjo. 
 
Okoljski pogoji vplivajo na kemijsko sestavo mikroalg, ki posledično vsebujejo različne 
deleţe lipidov, proteinov, ogljikovih hidratov, nukleinskih kislin, pigmentov in 
vitaminov (Ward in sod., 2014). Celično steno mikroalge Monoraphidium sp. sestavlja 
47 % nevtralnih sladkorjev, 16 % proteinov, 6,1 % uronske kisline, 0,4 % glukozamina 
in 31 % ostalih snovi (Passos in sod., 2015). 
 
Haematococcus  pluvialis sestavlja 44 % suhe teţe proteinov, 16 % suhe teţe lipidov in 
26 % suhe teţe ogljikovih hidratov (Aydin, 2016) in je zaradi velikega deleţa lipidov 
(16 %) splošno poznana kot energijsko zelo bogata vrsta (Razon, 2011). Chlorella 
vulgaris se v svoji sestavi razlikuje glede na medij, v katerem raste. V primeru rasti v 
sintetičnem mediju organsko snov C. vulgaris sestavlja 64 % proteinov in 22 % 
ogljikovih hidratov (Mahdy in sod., 2015). Ob rasti C. vulgaris v odpadni vodi se 
poveča vsebnost ogljikovih hidratov na 40 %, vsebnost proteinov pa se zmanjša na 33,3 
% (Mahdyin sod., 2016). Mikroalge iz rodov Chlorella, Nostoc in Tolypothrix imajo 
visoko vsebnost lipidov in so tako energijsko učinkovitejše. Chlorella vsebuje 19 % 
lipidov, Nostoc vsebuje 15 % lipidov in Tolypothrix vsebuje 12 % lipidov (Prabakaran 
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in sod., 2011). Čista kultura Scenedesmus obliquus pa vsebuje 50-56 % proteinov, 12-
14 % lipidov in 10-17 % ogljikovih hidratov (Becker, 2004). V raziskavi s 
prevladujočima vrstama Scenedesmus in Chlorella, je mikroalgna mešanica vsebovala 
49 % proteinov, 17 % lipidov in 20 % ogljikovih hidratov (Solé-Bundó, 2013), kar 
sovpada z vsebnostjo makromolekul pri čistih kulturah. 
 
 BIOPLINSKI PROCES 2.2
 
Bioplin nastane v procesu anaerobne mikrobne razgradnje in ga lahko uporabimo za 
proizvodnjo električne, toplotne ali hladilne energije (trigeneracija). Po čiščenju 
bioplina, kjer je vsebnost metana več kot 93 %, pa lahko plin vodimo tudi v plinsko 
omreţje zemeljskega plina ter ga uporabljamo kot pogonsko gorivo (Deepanraj in sod, 
2015; Passos in sod., 2014). 
 
Proces anaerobne mikrobne razgradnje vključuje sinergistične interakcije velikega 
števila različnih bakterij in metanogenih arhej in je sestavljen iz štirih stopenj (Kinet in 
sod., 2015): 
 
1. Hidroliza: v procesu hidrolize mikroorganizmi z zunajceličnimi hidrolazami 
razgradijo kompleksne organske polimere, kot so ogljikovi hidrati, lipidi in proteini, do  
preprostih sladkorjev, aminokislin, maščobnih kislin in glicerola (Chasnyk in sod., 
2015). Bakterije, ki sodelujejo v tej stopnji, uvrščamo tako med fakultativne kot tudi 
striktne anaerobe. Hidroliza velja za limitirajočo stopnjo pri razgradnji celuloznih, 
hemiceluloznih in lignoceluloznih substratov (Patinvoh in sod., 2017). 
 
2. Acidogeneza: v tem procesu acidogene bakterije pri hidrolizi nastale monomere 
pretvorijo v kratkoveriţne maščobne kisline, kot so ocetna kislina, propionska kislina, 
maslena kislina in druge (Chasnyk in sod., 2015). V procesu anaerobne razgradnje je ta 
stopnja najhitrejša (Patinvoh in sod., 2017). Odvisno od substrata lahko med razgradnjo 
nastanejo tudi amoniak (NH4), ogljikov dioksid (CO2) in vodikov sulfid (H2S). 
 
3. Acetogeneza: v procesu acetogeneze striktno anaerobne acetogene bakterije 
pretvorijo kratkoveriţne maščobne kisline v acetat, vodik (H2) in ogljikov dioksid (CO2) 
(Chasnyk in sod., 2015). 
 
4. Metanogeneza: v četrti stopnji metanogene arheje proizvajajo CH4 in CO2 po dveh 
poteh. Po acetoklastični poti iz acetata proizvedejo ~ 70 % in po hidrogenotrofni poti iz 
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Bioplin je sestavljen večinoma iz metana (okoli 65 %), ki je najbolj reducirana oblika 
ogljika, in iz ogljikovega dioksida (okoli 35 %), ki je najbolj oksidirana oblika ogljika. 
Ostali prisotni plini (običajno manj kot 1 %) so še dušik, dušikovi oksidi, vodik, 
amoniak in vodikov sulfid (Passos in sod., 2014). Ponavadi so v plinu prisotni tudi 
vodna para, prah in v primeru plina, ki nastaja na odlagališčih in bioplina, ki nastaja na 
komunalnih čistilnih napravah, še siloksani. Poleg bioplina nastaja med anaerobno 
razgradnjo tudi digestat, ki ga s procesom odstranjevanja vode (npr. centrifugiranje) 
lahko ločimo na trdni in tekoči del.Trdna snov predstavlja 10-20 % celotne mase, tekoči 
digestat pa predstavlja 80-90 % celotne mase. Tekoči digestat je potrebno dodatno 
očistiti, saj še vedno vsebuje veliko količino hranil, poleg tega lahko vsebuje tudi 
toksične snovi. Mikroalge lahko predstavljajo alternativo za obdelavo tekočega 
digestata, saj ga lahko uporabijo kot vir organske snovi, dušika in fosforja za svojo rast 
(Xia in sod., 2016). 
 
 Vpliv dejavnikov na anaerobno razgradnjo organskih snovi 2.2.1
 
Sestava in proizvodnja bioplina je odvisna od številnih dejavnikov. Med 
najpomembnejše se uvrščajo (Deublein in Stinhauser, 2008):  
 
-vrsta substrata in njegove lastnosti, 
-sestava mikrobne zdruţbe inokuluma (mikrobne biomase), 
-temperatura, 
-pH, 
-parcialni tlak vodika, 
-zadrţevalni čas in drugi delovni pogoji, 
-predobdelava substrata, 
-bioaugmentacija, 
-prisotnost zaviralcev procesa (NH4, H2S, teţke kovine, koncentracija kratko in 
dolgoveriţnih maščobnih kislin…). 
 
 Mikrobna zdruţba v bioplinskem procesu 2.2.1.1
 
Pri anaerobni razgradnji kompleksnih substratov sodelujejo hidrolitične in 
fermentativne bakterije, proton-reducirajoče acetogene bakterije, hidrogenotrofni in 
acetoklastični metanogeni mikrobi (Levén in sod., 2007). Pri hidrolizi, acidogenezi in 
acetogenezi sodelujejo hitro rastoči mikrobi iz domene Bacteria, pri metanogenezi pa 
sodelujejo počasi rastoči striktni anaerobi iz domene Archaea. Iz domene Bacteria v 
mikrobni biomasi prevladujejo predvsem predstavniki debel Firmicutes, Actinobacteria, 
Spirochaetes, Bacteriodetes in Proteobacteria. Med Firmicutes je močno zastopan 
razred Clostridia, vključno z rodovoma Clostridium in pri termofilnih pogojih tudi rod 
Thermoanaerobacter, ki so sporulirajoči, striktni anaerobi. V raziskavi, kjer so avtorji 
proučevali anaerobno termofilno razgradnjo odpadnega aktivnega blata in organski del 
trdnega komunalnega odpada, so med acidogenezo Clostridium sp. predstavljali 76 % 
vseh predstavnikov debla Firmicutes (Zahedi in sod., 2016). Maus in sodelavci (2016) 
so v svoji raziskavi prav tako potrdili prisotnost bakterijskih vrst iz različnih debel, pri 
čemer so celulolitične vrste iz debla Firmicutes. Predstavniki metanogenih arhej sodijo 
predvsem v deblo Euryarchaeota, ki vključuje filogenetsko različne arheje (Zahedi in 
sod., 2016).  
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Pri hidrolizi sodelujejo mikroorganizmi preteţno iz rodov Cellulomonas, Clostridium, 
Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, 
Microbispora in Streptomyces. Našteti rodovi v večini sodelujejo tudi pri acidogenezi, 
kjer iz monomernih enot tvorijo kratkoveriţne maščobne kisline (Nzila, 2016). Maus in 
sodelavci (2016) so v svoji raziskavi v procesu termofilne anaerobne razgradnje pri 
hidrolizi potrdili tudi visoko metabolno učinkovitost rodov Defluviitoga in Halocella. 
Kot metabolno najučunkovitejše fermentativne bakterije so določili predstavnike rodov 
Defluviitoga, Clostridium in Tepidanarobacter. 
 
V fazi acetogeneze sodelujejo večinoma mikroorganizmi iz rodov Clostridium, 
Acetobacterium, Syntrophomonas, Sporomusa, Syntrophospora, Thermosyntropha, 
Ruminococcus in Eubacterium (Nzila, 2016). Nastanek H2 in CO2 je lahko tudi 
posledica delovanja sintrofičnih, acetat oksidirajočih bakterij (SAOB). Delovanje obeh 
skupin mikroorganizmov, acetogenih in zlasti SAOB, je zavrto ob prisotnosti velikih 
koncentracij H2. Ti mikrobi zato uspevajo v sintrofiji z metanogenimi mikrobi, ki 
porabljajo H2. Zato je pri anaerobni razgradnji zelo pomembno ravnovesje med 
acetogenimi bakterijami, SAOB in metanogenimi arhejami (Nzila, 2016). Znani primeri 
povezave med SAOB in hidrogenotrofnimi metanogeni so Acetobacterium woodii in 
Methanobacterium spp., Clostridium ultunense in Methanoculleus spp. ter 
Thermoacetogenium phaeum in Methantermobacter thermautotrophicus. Večina teh 
povezav izhaja iz procesa termofilne anaerobne razgradnje (Maus in sod., 2016). Pri 
acetoklastični poti nastanka metana je med najpomembnejšimi rod Methanosaeta, pri 
hidrogenotrofni poti pa rod Methanosarcina. Med hidrogenotrofne mikrobe se uvrščata 
še rodova Methanococcus in Methanospirulum. Metan lahko prav tako nastane še iz 
drugih metilnih spojin (format, metanol, metil amin), ki predstavljajo neposredni 
substrat za predstavnike rodov Methanolobus in Methanococcus (Nzila, 2016; Zahedi in 
sod., 2016). 
 
Pri termofilnem procesu je v primerjavi z mezofilnim procesom anaerobne razgradnje 
prisotna manjša raznolikost metanogenih arhej. Med tipične predstavnike termofilnih 
metanogenov sodijo Methanobacterium sp., Methanobrevibacter sp., Methanoculleus 
sp. in Methanothermobacter sp. Visoko metabolno aktivnost izkazujejo zlasti 
Methanoculleus sp. (Maus in sod., 2016). 
 
Metanogeni mikrobi so zelo občutljivi na spremembe v svojem okolju, kot so nenadne 
spremembe temperature in pH, povečanje koncentracije soli, kovinskih ionov ali 
koncentracije organskih snovi ob spremembi stopnje obremenitve. Metanogene arheje 
rastejo izredno počasi in ne rastejo pod pH vrednostmi, ki so niţje od 6. Podvojevalni 
čas hidrogenotrofnih metanogenih arhej znaša do 6 ur, medtem ko acetoklastične arheje 
potrebujejo celo 2-3 dni (Merlin Christy in sod., 2014). Na spremembe v okolju so 
najbolj prilagojene metanogene arheje iz rodov Methanosarcina in Methanoseata 




Anaerobna razgradnja je biološki proces razgradnje organskega substrata v odsotnosti 
kisika (Zhang in sod., 2016), ki najpogosteje poteka pri mezofilnih pogojih (25-40 °C) 
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ali pri termofilnih pogojih (50-65 °C). Moţna pa je tudi pri psihrofilnih pogojih (<20 
°C), vendar take procese zelo redko izvajajo (Chen in sod., 2014). 
 
Temperatura je eden izmed najpomembnejših dejavnikov, ki vpliva na aktivnost 
mikroorganizmov v bioreaktorju. Hidroliza celičnih sten mikroalg je v primerjavi z 
mezofilnimi pogoji učinkovitejša pri termofilnih pogojih. Visoke temperature med 
anaerobno razgradnjo pospešijo biokemijske reakcije, povečajo učinkovitost razgradnje 
organskega materiala in posledično povečajo proizvodnjo bioplina. Termofilni pogoji 
imajo še druge prednosti, kot je povečana stabilizacija odpadkov in higienizacija, 
hitrejše sušenje blata, potencialno večji donos metana, učinkovitejše reduciranje hlapnih 
organskih kislin, zmanjšanje penjenja, bakterije rastejo 2-3 krat hitreje in povečana je 
lahko organska obremenitev mikrobne biomase (Capson-Tojo in sod., 2017). 
Termofilne anaerobne bakterije zmorejo učinkovito izrabljati celulozo in posledično 
proizvajajo veliko vodika brez dodatka celulaz. Splošno velja, da so termofilni 
mikroorganizmi robustni in imajo stabilne encime (Liu in sod., 2008). 
 
Kljub vsem prednostim je pogosteje v uporabi mezofilni proces anaerobne razgradnje, 
saj je termofilni proces manj stabilen in zahteva večji vloţek energije (Labatut in sod., 
2014; Vindis in sod, 2009). Slabša stabilnost termofilnega procesa še ni popolnoma 
pojasnjena, ena izmed razlag je manjša raznolikost v mikrobni zdruţbi. Vzrok so lahko 
tudi večje koncentracije propionske kisline in več toksičnih vmesnih produktov (Labatut 
in sod., 2014). Prav tako je zaradi višje temperature CO2 slabše topen, kar zviša pH in 
posledično vodi do povečane koncentracije prostega amonijaka (Vindis in sod., 2009). 
 
Temperatura pomembno vpliva na spremembe mikrobne zdruţbe. Pri niţji temperaturi 
je večja raznolikost prisotnih mikrobnih vrst in debel. Pri mezofilni anaerobni 
razgradnji je prisotnih 34 % Bacteroidetes in 27 % Chloroflexi, pri termofilni anaerobni 
razgradnji pa so večinoma prisotne Thermotogae (61 %). Znotraj domene Archaea so 
bile pri mezofilnem procesu prisotne arheje iz debel Euryarcheota in Crenarchaeota, 
pri termofinem procesu pa le iz debla Euryarcheota. Pri mezofilnem procesu so bile 
dominantne arheje Methanospirillum, pri termofilnem pa arheje Methanosarcina (Levén 
in sod., 2007). 
 
S svetlobnim mikroskopom so v vzorcih iz mezofilnega bioreaktorja (Capson-Tojo in 
sod., 2017) opazili veliko število še nerazgrajenih mikroalgnih celic, medtem ko pri 
termofilnem procesu tega niso opazili, iz česar so sklepali o učinkovitejši celični 
razgradnji pri termofilnih pogojih.  
 
V znanstveni literaturi pa zasledimo tudi nasprotujoče si rezultate, zlasti pri primerjavi 
termofilne in mezofilne anaerobne razgradnje mikroalg. Kinnunen in sodelavci (2014) 
poročajo o povečani proizvodnji metana med termofilno razgradnjo pri 
Nannochloropsis sp., medtem ko Zamalloa in sodelavci (2012) niso odkrili bistvene 
razlike pri nastanku metana med mezofilno in termofilno razgradnjo vrste 
Phaeodactylum tricornutum. V primerjavi z mezofilnim procesom pa se je pri 
termofilni razgradnji čiste kulture Scenedesmus obliquu proizvodnja metana povečala. 
Iz tega lahko zaključimo, da je vpliv temperature različen in odvisen predvsem od vrste 
mikroalg, ki jih uporabimo za anaerobno razgradnjo. 
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 Omejitve pri proizvodnji bioplina 2.2.2
 
V bioreaktorjih lahko metanogenezo inhibirajo različne spojine, kot so amonijak, sulfid, 
vodik, kratkoveriţne maščobne kisline in procesni faktorji, kot so temperatura in pH 




Spremembe pH močno vplivajo na aktivnost acidogenih bakterij in metanogenih arhej 
ter posledično na proizvodnjo bioplina.  Zlasti metanogene arheje so zelo občutljive na 
nizke vrednosti pH, ki zavirajo njihov metabolizem. Bolj kot pri mezofilnih pogojih, so 
vrednosti pH kritične pri termofilnih pogojih. Optimalna vrednost pH za proizvodnjo 
bioplina je ~7,5 v primeru termofilne anaerobne razgradnje, sicer pa se giblje med 6                                                   
in 8. V primeru niţje vrednosti pH je lag faza rasti podaljšana zaradi prilagajanja 
mikrobne biomase na spremembe prehranskega statusa in fizikalno kemijskega okolja. 
Ob tem je upočasnjen proces metanogeneze in proizvodnja metana se lahko celo 
popolnoma zaustavi (Yang in sod., 2015). Hitre ter znatne spremembe pH vrednosti 
vsebine bioreaktorja preprečujeta dva pufrska sistema: karbonatni ter amonijev.  
 
 C:N razmerje in vpliv amonija 2.2.2.2
 
Mikroalge imajo visoko vsebnost proteinov (~50-60 %) (Passos in sod., 2014), zato 
nizko razmerje med ogljikom in dušikom pri anaerobni razgradnji predstavlja teţavo. 
Če je to razmerje pod 20, potem ogljik in dušik nista v ustreznem razmerju za 
anaerobno razgradnjo. V tem primeru pride do sproščanja dušika v okolje v obliki 
amoniaka (Ward in sod., 2014),  kjer je zlasti neionizirana oblika (NH3) inhibitorna za 
metanogene arheje ter občutljive acetogene bakterije (Labatut in sod., 2014). Ta pojav 
je bolj kot pri mezofilnih pogojih lahko teţaven pri termofilnih pogojih (Labatut in sod., 
2014; Passos in sod., 2014). Amonijski dušik in kratkoveriţne maščobne kisline so 
pomembni intermediati v procesu anaerobne razgradnje in ob prevelikem kopičenju 
lahko zavirajo proces. Teţave z nizkim razmerjem C/N lahko rešimo z dodatkom 
substratov v bioreaktor, ki povečujejo to razmerje. Optimalno razmerje C/N pri 
anaerobni razgradnji je med 20:1 in 25:1 (Ward in sod., 2014). 
 
 Biološka predobdelava mikroalg 2.2.3
 
Razgradnjo substrata pri proizvodnji bioplina lahko izboljšamo z različnimi fizikalnimi, 
kemijskimi ali biološkimi načini predobdelave, s katerimi pospešimo postopek hidrolize 
v anaerobnem procesu (Kinet in sod., 2015). Idealna predobdeava substrata za 
proizvodnjo bioplina mora povečati dostop substrata mikroorganizmom in se mora 
finančno izplačati. V procesu predobdelave ne smemo uporabiti snovi, ki bi inhibirale 
proizvodnjo bioplina ali bi med proizvodnjo bioplina povzročile nastanek inhibitornih 
vmesnih produktov. Proces predobdelave tudi ne sme zahtevati velikega vloţka energije 
in ne sme proizvajati snovi, ki bi bile okolju škodljive (He in sod., 2016). 
 
Hidroliza celuloznega materiala je glavni omejujoč korak pri anaerobni razgradnji in 
proizvodnji bioplina (Kinet in sod., 2015). Da omogočimo dostop metanogenim 
mikrobom do znotrajcelične vsebine mikroalg, je potrebno najprej poskrbeti za 
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predobdelavo celičnih sten mikroalg. Predobdelava tako poveča razgradnjo substrata in 
posledično donos metana. Predvsem pa mora biti proces finančno vzdrţen (Muñoz in 
sod., 2014).  
 
Predobdelava lahko precej poveča stroške pridobivanja bioplina (Kinet in sod., 2015;  
Zhang in sod., 2016), poleg tega lahko med procesom nastanejo različne spojine, ki 
motijo mikrobno aktivnost (Kinet in sod., 2015) ali so okolju škodljive (He in sod., 
2016). Količine vloţene energije, potrebne za predobdelovo mikroalgne biomase, je 
lahko enaka ali višja, kot jo pridobimo iz mikroalgnih celic (Ward in sod., 2014). 
 
Passos in sodelavci (2016) so pri filamentoznih mikroalgah iz rodu Rhizoclonium sp. z 
encimsko predobdelavo proizvodnjo metana povečali za 30 %. Encimska mešanica je 
bila sestavljena iz amilaz, proteaz, lipaz, ksilanaz in celulaz. Grala in sodelavci (2012) 
so mešano mikroalgno biomaso, sestavljeno predvsem iz rodov Pilayella, Ectocarpus in 
Enteromorpha predobdelali s komercialnim multiencimskim kompleksom. Količina 
metana je bila za 63,63 % večja kot pri neobdelani biomasi. Vendar pa je pri biološki 
predobdelavi z encimi potreben večji finančni vloţek (He in sod., 2016), poleg tega ni 
mogoča večkratna uporaba encimov (Munoz in sod., 2014).  
 
Predobdelava z aktivnimi bakterijskimi celicami je energijsko in cenovno varčnejša ter 
okolju prijaznejša rešitev (He in sod., 2016; Muñoz in sod., 2014), ki prav tako lahko 
poveča donos metana. Takšen način predobdelave je preprostejši, saj uporabimo cele 
bakterijske celice in ni potrebe po čiščenju hidrolitičnih encimov. V raziskavi, kjer so 
avtorji uporabili metode biološke predobdelave z aktivnimi celicami, so kot substrat 
uporabili alge Nannochloropsis gaditana, ki so jih predobdelali z dvema celulolitičnima 
sevoma bakterije Raoutella ornithinolytica. Na ta način so povečali proizvodnjo metana 
za 140,32 % in za 158,68 % v primerjavi z neobdelano mikroalgno biomaso (Muñoz in 
sod., 2014). Podobno raziskavo so opravili tudi Vidmar in sod., (2017), kjer so mešano 
zdruţbo mikroalg biološko predobdelali s hidrolitsko bakterijo Pseudobutyrivibrio 
xylanivorans Mz5
T
. Na ta način so v termofilnem bioplinskem procesu povečali 




V zadnjih nekaj letih se je pojavil nabor različnih bioloških predobdelav biomase za 
anaerobno razgradnjo, vendar še vedno obstajajo določene omejitve pri njihovi uporabi, 
kot so visoka cena, okolju škodljivi stranski proizvodi, slab izkoristek bioplina in visoka 
potreba po energiji. Za odpravo teh teţav so vpeljali nekaj novosti, ki vključujejo 
proizvodnjo bioplina, inovativno oblikovane bioreaktorje, sočasno razgradnjo več 
substratov in bioaugmentacijo (Patinvoh in sod., 2017). Bioaugmentacija je postopek, 
kjer v mešano anaerobno mikrobno zdruţbo dodajamo izbrane mikroorganizme z 
namenom pospešitve anaerobne razgradnje (Zhang in sod., 2016).  
 
Počasna hidroliza nakazuje, da je pri običajnem procesu anaerobne razgradnje 
koncentracija encimov nizka. Zaradi tega je za učinkovitejšo hidrolizo predpogoj, da 
povečamo nivo encimov (Hu in sod., 2016). Vendar pa so dodani encimi učinkoviti 
samo v začetni stopnji, ko so dodani k mikroalgni biomasi in nato kmalu postanejo 
neaktivni, medtem ko ţive bakterije lahko hidrolizirajo celični material tekom svoje 
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rasti (Lü in sod., 2013). Bioaugmentacija s hidrolitičnimi mikroorganizmi lahko precej 
poveča proizvodnjo metana iz različnih substratov (Martin-Ryals in sod., 2015). 
 
Rutinska bioaugmentacija, kjer mikrobni zdruţbi redno dodajamo hidrolitično kulturo,  
je alternativa enkratni bioaugmentaciji, kjer hidrolitično kulturo dodamo mikrobni 
zdruţbi le enkrat. Z bioaugmentacijo poskušamo vzpostaviti bolj učinkovito in po 
moţnosti tudi stabilno mikrobno zdruţbo za anaerobno razgradnjo substrata. Ob 
primerjavi enkratne in rutinske bioaugmentacije so rezultati pokazali 56 % več 
nastalega metana pri enkratni bioaugmentaciji v primerjavi s kontrolo, pri rutinski 
bioaugmentaciji pa še dodatnih 15 % metana v primerjavi z enkratno bioaugmentacijo. 
S to raziskavo so avtorji pokazali, da je bioaugmentacija učinkovita pri proizvodnji 
bioplina iz celuloznega odpadnega materiala, pridobljenega v procesu obdelave sladke 
koruze in da je rutinska bioaugmentacija  v primerjavi z enkratno še učinkovitejša 
(Martin-Ryals in sod., 2015). 
 
Ob pregledu znanstvene literature smo naleteli na mnogo raziskav, kjer so avtorji 
potrdili povečano proizvodnjo bioplina in metana z bioaugmentacijo (Peng in sod.,  
2014). Z bioaugmentacijo z bakterijo Clostridium cellulolyticum so izboljšali hidrolizo 
pšenice in tako povečali biometanski potencial. Zhang in sodelavci (2015) so uporabili 
bioaugmentacijo pri anaerobni razgradnji koruze, kjer so k biomasi dodali 10 % 
Acetobacteroides  hydrogenigenes. Donos metana se je povečal za 19-23 %. Čater in 
sodelavci (2015) so s kulturo Pseudobutyrivibrio xylanivorans Mz5
T
 bioaugmentirali 
mešanice s pivskimi tropinami in izboljšali proizvodnjo metana do 17,8 %. 
 
Za učinkovito hidrolizo mikroalg moramo izbrati bakterijsko vrsto, ki ji ustrezajo pogoji 
anaerobne razgradnje. Eden izmed sevov, ki ustreza pogojem za bioaugmentacijo pri 
termofilni anaerobni razgradnji mikroalg, je bakterijski sev Clostridium thermocellum 
(Lü in sod., 2013). 
 
Lü in sodelavci (2013) so z dodatkom bakterijskega seva C. thermocellum k algam C. 
vulgaris povečali donos bioplina od 17 do 24 %. Aydin (2016)  je s sevom C. 
thermocellum bioaugmentiral proces anaerobne razgradnje mikroalge Haematococcus 
pluvialis. Rezultati so pokazali, da so z bioaugmentacijo povečali razgradnjo 
mikroalgne biomase in tako povečali nastanek metana za 18-38 %. V drugi raziskavi so 
avtorji kot substrat uporabili pšenično slamo, ki so jo bioaugmentirali s kulturo C. 
thermocellum. Izplen metana so povečali za 34 %. Poleg tega so zaznali le malo daljšo 
fazo prilagajanja bakterijske kulture na novo okolje v primerjavi s kontrolnimi vzorci. Iz 
teh rezultatov je razvidno, da je C. thermocellum učinkovitejši v primerjavi z drugimi 
hidrolitičnimi vrstami iz rodu Clostridium (Tsapekos in sod., 2017). V raziskavi, kjer so 
kot substrat za test BMP prav tako uporabili pšenično slamo, kot sev za 
bioaugmentacijo pa C. cellulolyticum, je bakterijski sev potreboval daljše obdobje 
prilagajanja na novo okolje (več kot 10 dni), učinkovitost proizvodnje pa je bila slabša 
(13 %) (Peng in sod., 2014). 
 
 Clostridium thermocellum 2.2.5
 
Med bakterijami, ki so sposobne razgrajevanja celuloze, je dobro raziskana bakterija C. 
thermocellum, ki spada med ubikvitarne vrste bakterij in jih najdemo v okoljih, kjer 
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poteka razgradnja rastlinske biomase (Koeck in sod., 2015). C. thermocellum je gram 
pozitivna, termofilna in anaerobna bakterijska vrsta, ki lahko tvori spore (Blume in sod., 
2013). Raste v temperaturnem območju med 50 in 68 °C. Optimalna rast je pri 55 °C in 
pri pH vrednosti med 6,7 in 7,0 (Akinosho in sod., 2014). Ob dodatku C. thermocellum 
pri razgradnem procesu celičnih sten alg nastane veliko butirata, etanola, acetata, 
vodika, CO2, laktata in formata (Akinosho in sod., 2014; Koeck in sod., 2015; Lü in 
sod., 2013; Moreau in sod., 2015). 
 
C. thermocellum ima razvit učinkovit sistem za razgradnjo celuloznih substratov, pri 
čemer uporablja zunajcelični multiencimski kompleks, poznan kot celulosom (Blume in 
sod., 2013; Reed in sod., 2014). Ti kompleksi sodijo med najučinkovitejše sisteme za 
razgradnjo celuloze (Koeck in sod., 2015). Molekulska masa celulosomov znaša med 2 
– 3,5 MDa, lahko pa oblikujejo skupke celulosomov, policelulosome, katerih 
molekulska masa znaša do 108 MDa (Blume in sod., 2013). Celulosom bakterije C. 
thermocellum je sestavljen iz velikega, nekatalitskega, več modularnega strukturnega 
proteina CipA (Deng in sod., 2015), z molekulsko maso 210kDa (Blume in sod., 2013). 
CipA vsebuje domeno za vezavo celuloze in devet kohezinskih domen (Moreau in sod., 
2015), na katere je nekovalentno (Deng in sod., 2015) vezanih več različnih encimov, 
kot so celulaze (endo- in eksoglukanaze), pektinaze in ksilanaze (Koeck in sod., 2015). 




Slika 2: Struktura celulosoma pri bakteriji C. thermocellum (Akinosho in sod., 2014) 
 
Struktura celulosoma spodbuja sinergistične interakcije med encimskimi komponentami 
in dokazano je, da so celulosomi nekajkrat bolj učinkoviti, ko delujejo v kompleksu 
celuloza-encim-mikrob kot pa pri delovanju brez fizične povezave s celico (Reed in 
sod., 2014). 
 
C. thermocellum lahko izkoriščajo samo heksoze, pentoz ne morejo (Akinosho in sod., 
2014). Encimski kompleksi bakterije C. thermocellum kaţejo visoko celulolitično 
aktivnost na kristalni celulozi, kot sta bombaţna celuloza in Avicel. Avtorji poročajo o 
9-krat večji sintezi celulaz pri rasti na Avicelu v primerjavi s celobiozo kot substratom. 
Poleg tega so encimi stabilni pri visoki temperaturi, pri kateri raste bakterija C. 
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thermocellum, kar je nujno za termofilno anaerobno razgradnjo (Blume in sod., 2013; 
Percival in sod., 2005). Blume in sodelavci (2013) so pokazali, da ima C. thermocellum 
pri rasti na kristalni celulozi in sladkornem trsu celulolitično in ksilanolitično aktivnost. 
Kljub številnim ksilanazam (6) v celulosomu, C. thermocellum ne raste na ksilanu. Ob 
rasti C. thermocellum na kristalni celulozi se ostanki ne-razgrajene kristalne celuloze 
obarvajo rumeno. Avtorji poročajo, da je rumeno barvilo pigment, ki ga proizvajajo 
anaerobne bakterije med razgradnjo celuloze (Blume in sod., 2013). 
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Slika 3: Shema poskusa merjenja bioplinske proizvodnje iz mikroalgne biomase 
 
 
Mikrobna biomasa iz termofilnega 
bioreaktorja KOTO d.d. 
Mikroalgna mešanica (substrat) iz 






CMC-az in ksilanaz) 
Analiza vsebnosti SS in OS v 
mikrobni biomasi in določanje 
KPK mikroalgne biomase  za 
izračun obremenitve mikrobne 




(Vd = 500 mL, 55 °C, 51 dni, 125 vrt/min) 
 
Biološka predobdelava mikroalgne 
mešanice s C. thermocellum (3 dni) 
Biološka predobdelava mikroalgne 
mešanice s C.thermocellum (7 dni) 
1. TEST BMP 
Mikrobna biomasa: 4 g OSmikrobne biomase/L ; 
 
Obremenitev: 1, 17 g OS mikroalgne mešanice / 1 
g OS mikrobne biomase 
 
Substrati:  
 nativne mikroalge; 
 biološko predobdelane mikroalge 
 
Bioaugmentacija:  
 nativne mikroalge + C. thermocellum 
(10 vol %; OD~0,5) 
 mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. 
thermocellum  (v treh zaporednih 
odmerkih na dan 0, 3 in 6) (10 vol %; 
OD~0,5) 
2. TEST BMP  
Mikrobna biomasa: 4 g OSmikrobne 
biomase/L ; 
 
Obremenitev: 0, 69 g OS mikroalgne 
mešanice /1 g OS mikrobne biomase 
 
Substrati:  
 nativne mikroalge; 
 biološko predobdelane mikroalge 
 
Bioaugmentacija:  
 nativne mikroalge + C. 
thermocellum (10 vol %; OD~0,5) 
 mikroalge + 3x bioaugmentacija s 
C. thermocellum  (v treh zaporednih 
odmerkih na dan 0, 3 in 6) (10 vol 
%; OD~0,5) 
 
Analize: merjenje količine nastalega bioplina, določanje sestave bioplina (metan), 
KMK, pH, KPK mešanic in mikroskopska analiza mikroalg 
Priprava na test biometanskega potenciala (BMP) 
 
Gojenje termofilne bakterije 
Clostridium thermocellum za 
biološko predobdelavo 
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 AgSO4 (Molar Chemicals, Madţarska) 
 Ag2SO4 (Molar Chemicals, Madţarska) 
 BSA (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 CaCl2 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Congo red (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 CuSO4 x 5 H2O (Alkaloid, Makedonija) 
 Eter (Merck, Nemčija) 
 Folin Ciocalteu (Merck, Nemčija) 
 HCl (Merck, Nemčija) 
 H2SO4 (Merck, Nemčija) 
 K2Cr2O7 (Merck, Nemčija) 
 Krotonska kislina (Merck, Nemčija) 
 Ksiloza (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 NaCl (Merck, Nemčija) 
 C6H5Na3O7 x 2 H2O (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Na2CO3 (Merck, Nemčija) 
 NaH2PO4 (Merck, Nemčija) 
 Na2HPO4 (Merck, Nemčija) 
 Na2HPO4 x 2 H2O (Merck, Nemčija) 
 Na-K tartrat (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 NaOH (Merck, Nemčija) 
 Na2SO3 (Merck, Nemčija) 
 PAHBAH (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Triklorocetna kislina (Merck, Nemčija) 
 
 Laboratorijska oprema 3.1.2
 
 Avtoklav A-21CA (Kambič laboratorijska oprema, Slovenija) 
 Brezprašna komora (Scholzen Technik, Švica) 
 Centrifuga Allegra X-12R (Beckman Coulter, ZDA) 
 Centrifuga TM23 (Janetzki, Nemčija) 
 Centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf, Nemčija) 
 Digestorij 
 Hladilnik 
 Homogenizator  Ultraturax 
 Hungate epruvete (Bellco, ZDA) 
 Inkubator (Kambič laboratorijska oprema, Slovenija) 
 Magnetno mešalo Rotamix SHP-10 (Tehtnica, Slovenija) 
 Mikroskop (Leica, DM2500) 
 pH meter MP 225 (Mettler Toledo, Slovenija) 
 Plinski gorilnik 
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 Polavtomatske pipete Finnpipette (Thermo Scientific, ZDA) 
 Spektrofotometer Lambda EZ210 (Perkin Elmer, ZDA) 
 Spektrofotometer Novaspec II (Biochrom, Velika Britanija) 
 Čitalec mikrotitrskih plošč ELx 808 (Bio-Tek Instruments, ZDA) 
 Stresalni inkubator Multitron (Infors HT, Švica) 
 Sušilnik (Ehret, Nemčija) 
 Tehtnica PN163 in P1210 (Mettler Toledo, Slovenija) 
 Termoblok (Hach, Nemčija) 
 Vodna kopel (Kambič laboratorijska oprema, Slovenija) 
 Vrtinčno mešalo VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries, ZDA) 
 Zamrzovalnik 
 
 Gojišče 522 3.1.3
 
Preglednica 1: Sestava gojišča 255 (Clostridium GS, DSM) za namnoţevanje in shranjevanje bakterije 
Clostridium thermocellum (DSM 2360) 
Sestavina Koncentracija Proizvajalec 
KH2PO4 0,50 g/L Sigma-Aldrich, ZDA 
K2HPO4 x 3 H2O 1,00 g/L Merck, Nemčija 
Urea 2,00 g/L Kemika, Hrvaška 
MgCl2 x 6 H2O  0,50 g/L Merck, Nemčija 
CaCl2 x 2 H2O 0,05 g/L Merck, Nemčija 
FeSO4 x 7 H2O raztopina (0,1 vol. 
% v 0,1 N H2SO4 
1,25 mL/L Sigma-Aldrich, ZDA 
Morfolinopropran sulfonična 
kislina (MOPS) 
10,00 g/L Sigma-Aldrich, ZDA 
Na-resazurin raztopina (0,1 vol. %) 0,50 ml/L Sigma-Aldrich, ZDA 
Cistein-HCl x H2O 1,00 g/L Merck, Nemčija 







Glukoza* 5,00 g/l Kemika, Hrvaška 
Ksilan* 5,00 g/L Serva, Nemčija 
Destilirana voda   
Agar 7,50 g/L Sigma-Aldrich, ZDA 
*substrate smo posamično uporabili za pripravo različnih gojišč 
 
Za pripravo gojišča smo vse sestavine, razen cisteina in substratov, raztopili v destilirani 
vodi. pH smo uravnali na vrednost 7,2 in nato prepihovali gojišče z dušikom 30 minut. 
Dodali smo cistein in gojišče ob stalnem mešanju na magnetnem mešalu prepihovali še 
toliko časa, da se je popolnoma reduciralo. Pripravljali smo gojišča z različnimi viri 
ogljika (Avicel, celuloza, glukoza, ksilan ali CMC). Gojišča s celobiozo oz. glukozo 
smo pripravili tako, da smo najprej med prepihovanjem z dušikom v epruvete Hungate 
razdelili po 8 mL gojišča brez vira ogljika, jih avtoklavirali (121 °C, 15 min, 1,1 bar) in 
v gojišče šele nato sterilno dodali predhodno filtrirano raztopino celobioze oz. glukoze. 
Za pripravo gojišč, v katera smo kot vir ogljika dodali Avicel oz. ksilan, smo v vsako 
epruveto Hungate predhodno posebej natehtali ustrezno količino vira ogljika in nato 
med prepihovanjem z dušikom v posamezno epruveto Hungate dodali po 8 mL gojišča 
brez vira ogljika ter jih avtoklavirali (121 °C, 15 min, 1,1 bar). 
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Priprava trdnega gojišča v petrijevkah je potekala enako kot priprava tekočega gojišča, 
le da smo tekočemu gojišču namesto agarja dodali ustrezno količino agaroze 
(preglednica 1) in med prepihovanjem z dušikom gojišče segreli do vretja. Gojišče smo 
avtoklavirali (121 °C, 15 min, 1,1 bar) in ga nato razlili v petrijevke v brezprašni 
komori. Trdno gojišče v petrijevkah smo uporabili pri testih za dokazovanje encimske 
aktivnosti, zato teh gojišč ni bilo potrebno ohranjati v anaerobnem okolju.  
 
 METODE  3.2
 
 Gojenje bakterijskega seva Clostridium thermocellum 3.2.1
 
Bakterijski sev Clostridium themocellum (DSM 2360) smo naročili pri Leibniz-Institut 
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Nemčija. 
Sev smo shranili pri -20 °C. 
 
Anaerobno smo ga precepljali z Bryantovo modifikacijo Hungateove tehnike (Braynt, 
1972) ob prepihovanju z dušikom. Ker je sev termofilen, smo ga gojili v inkubatorju pri 
55 °C. Gostoto celic zrasle kulture smo preverjali z merjenjem optične gostote s 
spektrofotometrom pri valovni dolţini 654 nm. Pri vrednosti  absorbance ~1 (velja za 
gojišče s celobiozo) smo kulturo precepili v sveţe gojišče. 
 
 Spremljanje rasti seva Clostridium thermocellum 3.2.2
 
Spremljali smo rast seva C. thermocellum in jo prikazali z rastno krivuljo. Za ta namen 
smo gojišča z različnimi viri ogljika (celobioza, Avicel, glukoza, ksilan) nacepili z 10 
vol. % bakterijske kulture Clostridium thermocellum in jih inkubirali pri 55 °C. Za 
vsako različico gojišča smo pripravili tri ponovitve. Rast bakterijske populacije smo 
spremljali z merjenjem optične gostote v enournih ali daljših časovnih intervalih do 
pojava faze odmiranja. Optično gostoto smo merili s spektrofotometrom pri valovni 
dolţini 654 nm, pri čemer smo kot ničelni vzorec uporabili ustrezno različico sterilnega 
gojišča. Kulturo smo pred merjenjem optične gostote rahlo premešali. Povečevanje 
števila baterijskih celic smo grafično prikazali z rastnimi krivuljami, iz katerih so 
razvidne posamezne faze rasti.  
 
 Pridobivanje mikroalgne biomase 3.2.3
 
Mikroalge, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu, gojijo v podjetju Koto d.d., kjer 
so Lavrič in sod. (2017) opravili analizo mikroalgne mešanice. Mikroalgna zdruţba je 
vsebovala 0,7-2,1 % suhe snovi (povprečno 1,32 ± 0,4 %), 1,3-1,9 % maščobe v suhi 
snovi in 22,9 ± 3,04 % pepela  v suhi snovi. C/N razmerje je v povprečju znašalo 5,6 ± 
0,7. 
 
Vir hranil mikroalgam v odprtem fotobioreaktorju predstavlja tekoči del iztoka 
(digestat) iz termofilnega bioplinskega reaktorja. S pomočjo peristaltične črpalke smo 
zajeli mikroalgno biomaso in jo koncentrirali z odcejanjem. V večjih posodah smo jo 
pripeljali v laboratorij, kjer smo jo razdelili v manjše posode z volumnom ~1L in jih do 
uporabe hranili pri -20 °C. 
19 
Gorinšek N. Vpliv biološke predobdelave … s Clostridium thermocellum na proizvodnjo bioplina iz mikroalgne biomase. 
   Mag. delo (Du2).  Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
 Merjenje encimskih aktivnosti (ekso- in endocelulazne ter ksilanazne) 3.2.4
 
 Priprava vzorcev 3.2.4.1
 
Za merjenje encimskih aktivnosti smo v tekoča gojišča (80 mL) z ustreznimi substrati v 
stekleničkah Wheaton nacepili bakterijsko kulturo C. thermocellum. S sterilno 
injekcijsko brizgalko smo v gojišče aseptično dodali 10 vol. % zrasle mikrobne kulture. 
Po inkubaciji (~38h) pri 55 °C smo iz stekleničke odvzeli 1 mL bakterijske kulture in jo 
zamrznili pri -20 °C. Za ločevanje celic od supernatanta smo 10 mL kulture prenesli v 
epruvete Hach in jih centrifugirali 10 minut pri 3000 vrtljajih na minuto. Odvzeti 
supernatant smo shranili pri -20 °C, pelet sprali v 2 mL 50 mM Na-fosfatnem pufru 
(pH=6,5) in epruvete ponovno centrifugirali. Sprane celice smo resuspendirali v 0,5 mL 
miliQ vode in jih zamrznili pri -20 °C. Encimske aktivnosti smo izmerili posebej v 
supernatantu in v celični frakciji. Priprava vzorcev in testi so potekali v aerobnih 
razmerah.  
 
Preglednica 2: Zaloţne raztopine za pripravo Na-fosfatnega pufra 
NaH2PO4 x H2O  Na2HPO4 x 2H2O 
138 g 178 g 
Destilirana voda do 1L Destilirana voda do 1L 
 
Za pripravo 1L Na-fosfatnega pufra pri pH=6,5 smo zmešali 685 mL 1M NaH2PO4 in 
315 mL 1M Na2HPO4. 
 
  Kvalitativno dokazovanje CMC-azne, avicelazne in ksilanazne encimske 3.2.4.2
aktivnosti  
 
Za kvalitativno dokazovanje encimskih aktivnosti seva C. thermocellum smo pripravili 
trdna agarozna gojišča v petrijevkah, ki so kot vir ogljika vsebovala CMC (0,5 % m/v), 
Avicel (1 % m/v) ali ksilan (0,5 % m/v). Za pripravo vzorcev, ki smo jih nato nanesli na 
pripravljena gojišča, smo C. thermocellum predhodno nacepili v gojišča z različnimi viri 
ogljika (celobioza, CMC, Avicel, in mikroalgna biomasa). Glede na rastno krivuljo smo 
odvzeli vzorce kulture, ki je imela v gojišču dodano celobiozo, pri OD~0,5 in pri 
OD~1,4. Pri kulturi, ki je imela v gojišču dodan Avicel, smo odvzeli vzorce pri OD~0,6 
in pri OD~1,3. Pri kulturi, ki je imela v gojišču dodan CMC, smo vzorce odvzeli pri 
OD~0,8. Pri kulturi, ki je kot imela v gojišču dodano mikroalgno biomaso, smo vzorce 
odvzeli po 3. in 6. dnevu rasti. S tem smo ţeleli ugotoviti, po kolikšnem času oz. pri 
kakšni vrednosti OD so encimi (CMC-aze, avicelaze in ksilanaze) kulture C. 
thermocellum najaktivnejši glede na razpoloţljiv vir ogljika. Kot negativno kontrolo 
smo uporabili sterilno gojišče.  
 
V brezprašni komori smo v trdna gojišča s sterilnimi nastavki za pipete izdolbli 
luknjice, v katere smo nanesli po 80 µL odmrznjenih vzorcev supernatanta in celične 
frakcije v dveh ponovitvah. Plošče smo po dvodnevni inkubaciji pri sobni temperaturi 
sprali z 1M raztopino NaCl in jih prelili z barvilom Kongo rdeče (preglednica 3). 
Barvanje je trajalo 60 minut pri sobni temperaturi, po tem času smo barvilo odlili in 
plošče razbarvali z raztopno za razbarvanje (preglednica 4). Barvilo Kongo rdeče se 
veţe na intaktne polisaharide, ki vsebujejo  β(14) in β(13) ali mešane β(14) in 
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β(13) glikozidne vezi, zato so cone encimske razgradnje substrata po spiranju barvila 
vidne kot neobarvane lise (cone zbistritve), okolica pa ostane obarvana intenzivno 
rdeče. Večja je cona zbistritve, večja je encimska aktivnost. 
 
Preglednica 3: Sestava raztopine barvila Kongo rdeče 
Sestavina Koncentracija 
Congo red 1 g 
NaOH 0,2 g 
Destilirana voda 1000 mL 
 
Preglednica 4: Sestava raztopine za razbarvanje 
Sestavina Koncentracija 
NaCl 58,44 g 
NaOH 0,2 g 
Destilirana voda 1000 mL 
 
  Merjenje koncentracije proteinov z metodo po Lowry-ju  3.2.4.3
 
Koncentracije proteinov v vzorcih bakterijske kulture smo merili z metodo po Lowry-ju 
v dveh ponovitvah (Lowry in sod., 1951). Pri tej metodi smo proteine hidrolizirali v 
alkalni raztopini in nato določili njihovo koncentracijo v vzorcu. Za umeritveno krivuljo 
smo pripravili različne koncentracije govejega serumskega albumina (BSA) (0,00 
mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,24 mg/mL, 0,32 mg/mL, 0,40 mg/mL). V vsako 
mikrocentrifugirko smo standardnim raztopinam BSA dodali 200 µL 1M NaOH. 
Pripravili smo različne redčitve vzorcev (neredčene, redčene 1:10, 1:20 in 1:50) in v 
ustrezno označenih mikrocentrifugirkah 200 µL vzorca dodali 200 µL 1M NaOH. 
Mikrocentrifugirke smo dobro zaprli, jih kuhali v vodni kopeli 5 minut pri 100 °C za 
alkalno hidrolizo in jih nato ohladili. Predhodno smo pripravili še potrebne reagente 
(preglednica 5).  
 
Preglednica 5: Sestava reagentov za določanje koncentracije proteinov po Lowry-jevi metodi 
Reagent Priprava 
Lowry A 5 % Na2CO3 
Lowry B 1 % NaK-tartrat + 0,5 % CuSO4 x 5 H2O, pH=7 
Mešanica OD Lowry A : Lowry B = 50 : 1 
Folin Ciocalteu Tik pred uporabo razredčimo z destilirano vodo v 
razmerju 1 :1 
 
Standardnim raztopinam BSA in ohlajenim vzorcem smo dodali po 1000 µL mešanice 
OD in po 200 µL razredčenega reagenta Folin Ciocalteu ter jih takoj premešali na 
vrtinčnem mešalu. Razvoj barve je potekal 30 minut, obstojna pa je ostala 60 minut. 
Absorbance smo merili s spektrofotometrično metodo pri valovni dolţini 700 nm v 
čitalcu mikrotitrskih plošč. Koncentracije proteinov smo izračunali na podlagi 
umeritvene krivulje.  
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 Merjenje kvantitativnih encimskih aktivnosti z metodo redukcijskih 3.2.4.4
sladkorjev 
 
Celulazno in ksilanazno aktivnost kulture C. thermocellum smo kvantitativno merili z 
metodo dokazovanja sproščenih redukcijskih sladkorjev s hidrazidom benzojske kisline 
(PAHBAH) (Lever, 1977). S to metodo lahko merimo encimsko aktivnost endo- in 
eksoglukanaz, kamor spadajo celulaze in hemicelulaze. Sev C. thermocellum smo 
predhodno nagojili v gojišču z Avicel celulozo (1 % m/v) (poglavje 3.1.3) ali z 
mikroalgno biomaso (55 mL gojišča in 25 mL mikroalgne biomase) kot virom ogljika, z 
namenom inducirati encimsko aktivnost. Kulturi, gojeni na Avicelu do OD~0,6 in 
OD~1,3 smo ločeno določili encimsko aktivnost v celični frakciji in supernatantu. 
Kulturi, gojeni 3 in 6 dni na gojišču z dodano mikroalgno biomaso, smo prav tako 
določili encimsko aktivnost, ločeno v celični frakciji in supernatantu.  
 
Za merjenje encimskih aktivnosti smo uporabili standardne substrate. Za dokazovanje 
ksilanazne aktivnosti smo kot substrat uporabili 1 % ksilan ovsenih plev, za 
dokazovanje endoglukanazne aktivnosti 1 % CMC celulozo, ki je zaradi svoje 
amorfnosti topna celuloza, za dokazovanje eksoglukanazne aktivnosti pa 1 % Avicel 
celulozo, ki je mikrokristalna celuloza (Percival Zhang in sod., 2006). 
 
Test smo izvedli v dveh ponovitvah. V 230 µL 1 % enakomerno premešane suspenzije 
substrata v 50 mM fosfatnem pufru (pH=6,5) smo dodali 20 µL odmrznjenega vzorca.  
Vzorce smo inkubirali 150 minut pri 37 °C in reakcijo ustavili s 30 µL 10 % 
triklorocetne kisline. Za pripravo kontrolnih vzorcev smo sočasno inkubirali 
pripravljene substrate brez encimskih vzorcev. Slednje smo dodali šele tik pred 
ustavitvijo reakcije z 10 % triklorocetno kislino. Nato smo vzorce premešali na 
vibracijskem stresalniku in v eprivete Hach dodali 5 mL vedno sveţe pripravljenega 
reagenta PAHBAH in 100 µL inkubiranih ali kontrolnih vzorcev. Količino sproščenih 
redukcijskih sladkorjev smo določili spektrofotometrično pri valovni dolţini 420 nm v 
čitalcu mikrotitrskih plošč. Reagent PAHBAH (hidrazid parahidroksi benzojeva kislina) 
smo pripravili tako, da smo sestavine zmešali v destilirani vodi po navedenem 
zaporedju iz preglednice 6. Kalcijev klorid smo dodajali po kapljicah, da se reagent ni 
oboril. 
 
Preglednica 6: Sestava reagenta PAHBAH 
Sestavina Koncentracija 
1 M Na2So3 5 vol. % 
0,5 M Na-citrat 5 vol. % 
5 M NaOH 5 vol. % 
0,2 M CaCl2 5 vol. % 
PAHBAH 10,00 g/L 
Destilirana voda do 1000 mL 
 
Za test ksilanazne in celulazne (endo- in eksocelulazne) aktivnosti smo pripravili dve 
ločeni umeritveni krivulji. Za merjenje ksilanazne aktivnosti smo reagentu dodali po 
100 µL standardnih raztopin ksiloze v destilirani vodi (0 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM in 6 
mM), za merjenje celulazne aktivnosti smo reagentu dodali po 100 µL standardnih 
raztopin glukoze v destilirani vodi (0 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM in 6 mM). Zaprte 
epruvete smo inkubirali v vodni kopeli 20 minut pri 100 °C. Intenziteto rumene barve, 
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ki je bila sorazmerna s količino sproščenih redukcijskih sladkorjev, smo 
spektrofotometrično odčitali kot absorbanco pri valovni dolţini 420 nm v čitalcu 
mikrotitrskih plošč. Glede na umeritveno krivuljo smo odčitali koncentracijo 
redukcijskih sladkorjev v vzorcu in negativni kontroli. Iz razlike (ΔRS) v koncentraciji 
sproščenih reducirajočih sladkorjev med vzorcem z aktivnim encimom in negativno 
kontrolo z inaktiviranim encimom smo dobili količino reducirajočih encimov, ki so se 
sprostili kot posledica delovanja encimov med inkubacijo. 
 
Specifične encimske aktivnosti smo izračunali z enačbo (1) in jo izrazili v nanomolih 
sproščenih redukcijskih sladkorjev na mg proteinov in minuto (nmolRS/mgPROT/min). 
 
                   (                 )  
      




ΔRS – Razlika v količini sproščenih reducirajočih sladkorjev med vzorcem in kontrolo 
(mM) 
PROT – koncentracija proteinov (mg/mL) 
28 – količina mešanice v encimski reakciji (280 µL) 
0,02 – količina encimskega vzorca (20 µL) 
15 – čas inkubacije (150 minut) 
 
 Analiza vsebnosti suhe in organske snovi 3.2.5
 
Najprej smo vzorcem (mikrobna biomasa, mikroalgna mešanica) izmerili vsebnost suhe 
snovi (SS). Predhodno posušene ţarilne lončke (1 ura pri 105 °C) smo stehtali na 
analitski tehtnici, odmerili 10 mL oz. 10 g vzorca in jih ponovno stehtali. Lončke smo 
sušili pri 105 °C do konstantne teţe in jih ohladili v eksikatorju (Standard Methods, 
2006). Ohlajene smo stehtali in suho snov izračunali po enačbi (2). 
 




         
   
)        
…(2) 
 
mpos – masa lončka z vzorcem po sušenju (g) 
mlon – masa praznega lončka (g) 
Vvz – volumen vzorca pred sušenjem (10 mL) 
 
V drugem delu analize smo lončke s posušenim vzorcem prenesli v segreto ţarilno peč 
in jih ţarili pri 550 °C do konstantne teţe. Lončke smo ohladili v eksikatorju in jih 
stehtali.  Vsebnost organske snovi (OS) smo izračunali po enačbi (3). 
 




         
   
)       
…(3) 
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 Kemijska potreba po kisiku (KPK) 3.2.6
 
Test KPK predstavlja indirektno merilo za vsebnost organske snovi v vzorcih 
(mikroalgna mešanica, mikrobna biomasa, poskusne mešanice testa BMP prvi in zadnji 
dan poskusa). Meritve KPK smo izvedli po standardni kolorimetrični zaprti refluksni 
metodi (closed reflux) (Standard Methods, 2006) v dveh ponovitvah. Meritve KPK smo 
uporabili za določanje količine substrata, ki smo ga dodali poskusnim mešanicam v 
testu BMP. Izmerili smo tudi KPK poskusnih mešanic ob začetku in koncu testa BMP. 
Za izvedbo smo potrebovali reagente iz preglednice 7. 
 
Preglednica 7: Sestava in priprava reagentov za test KPK 
Reagent Sestavine Količina Priprava 
DSh (raztopina za 
razgradnjo) 
K2Cr2O7 10,216 g Obe sestavini smo dodali k 500 
mL destilirane vode, raztopili, 
ohladili na sobno temperaturo in 






SAR (reagent z 
žvepleno kislino) 
AgSO4 10,120 g AgSO4 smo dodali k H2SO4 in 
pustili stati 1-2 dni, da se je 
raztopilo. 
H2SO4 1000 mL 
 
V epruvete Hach smo najprej odpipetirali 2,5 mL vzorca in nato dodali 1,5 mL reagenta 
DSh. Nato smo previdno dodali 3,5 mL reagenta SAR tako, da je tekel po notranji strani 
epruvete in ustvaril sloj kisline pod vzorcem in pod DSh reagentom. Epruvete smo 
tesno zaprli s pokrovčkom s teflonskim tesnilom in jih nekajkrat obrnili, da se je 
vsebina dobro premešala. Pri tem se je mešanica zaradi močne eksotermne reakcije zelo 
segrela. Zaradi tega smo epruvete odzračili in jih šele nato postavili v predhodno segret 
termoblok pri 150 °C, kjer smo jih 2 uri inkubirali v digestoriju. Po inkubaciji smo 
vzorce počasi ohladili na sobno temperaturo. Poleg vzorcev smo pripravili še referenčno 
raztopino oz. negativno kontrolo, kjer smo namesto vzorcev uporabili 2,5 mL 
destilirane vode. Absorbanco smo merili s spektrofotometrom pri valovni dolţini 600 
nm. 
 
Vsebnost KPK v vzorcih smo izračunali na podlagi umeritvene krivulje. Za pripravo 
umeritvene krivulje smo uporabili standardne raztopine glukoze (0 mg/l, 100 mg/L, 300 
mg/L, 500 mg/L, 700 mg/L in 1000 mg/l), za katere lahko KPK izračunamo iz enačbe 
za popolno kemijsko oksidacijo glukoze. Pri izračunu vrednosti KPK za umeritveno 
krivuljo smo upoštevali, da 1000 mg glukoze ustreza 1070 g KPK. S pomočjo izrisane 
umeritvene krivulje smo nato vzorcem po enačbi regresijske premice izračunali 
vsebnost KPK.  
 
 Analiza kratkoverižnih maščobnih kislin (KMK)  3.2.7
 
Pri analizi kratkoveriţnih maščobnih kislin smo kvantitativno dokazovali prisotnost 
sedmih KMK (ocetna, propionska, izo-maslena, maslena, izo-valerenska, valerenska in 
kapronska kislina). Najprej smo izvedli etrsko ekstrakcijo KMK po prilagojeni metodi 
(Adorno in sod., 2014). Homogenizirane vzorce smo centrifugirali 2 minuti pri 5000 
vrtljajih na minuto. Nato smo 1 mL supernatanta vzorcev prenesli v epruvete Hach in 
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jim dodali 0,5 g NaCl, 100 µL internega standarda (1 g/100 mL krotonske kisline), 200 
µL 50 % H2SO4 in 1 mL etra, ohlajenega na ledu. Tako pripravljene vzorce smo mešali 
na vibracijskem mešalu 1 minuto in jih centrifugirali pri 2000 obratih na minuto. 
Vzorce smo za eno uro zamrznili pri -20 °C. V tem času je spodnja vodna faza 
zamrznila. Zgornjo etrsko fazo smo s Pasteurjevo pipeto prenesli v sveţo epruveto 
Hach, v katero smo predhodno dodali malo spatulo CaCl2, ki veţe še prisotno vodo. 
Tako pripravljene vzorce smo do analize s plinskim kromatografom shranili pri -20 °C. 
Med posameznimi koraki analize so bile epruvete tesno zaprte s pokrovčki. S tem smo 
preprečili izhlapevanje KMK.  
 
Vzporedno s pripravo vzorcev smo pripravili kalibracijski vzorec, ki je namesto 1 mL 
vzorca (supernatanta), vseboval 1 mL standardne kalibracijske raztopine KR1 
(preglednica 8). Kalibracijski vzorec smo uporabili za kalibracijo kromatografa.  
 
Preglednica 8: Koncentracije maščobnih kislin v standardni kalibracijski raztopini KMK 









Za analizo KMK smo uporabili plinski kromatograf Shimadzu 14A  s plamensko- 
ionizacijskim detektorjem (FID), pri čemer smo kot nosilni plin uporabili helij. Pri 
izbranem programu je bila temperatura injektorja in temperatura detektorja 250 °C, 
začetna temperatura kolone 80 °C in končna temperatura kolone 160 °C. Čas ohranjanja 
začetne temperature je bil 2 minuti, čas ohranjanja končne temperature pa je bil 4 
minute. Po temperaturnem programu smo kolono dogrevali s hitrostjo 15 °C/minuto. 
Analiziranje enega vzorca je trajalo 12 minut. Za izpis rezultatov analiz smo uporabljali 
integrator Chromatopac C-R6A (Shimadzu, Japonska).  
 
 TEST BIOMETANSKEGA POTENCIALA (BMP) 3.3
 
 Priprava anaerobne, termofilne mikrobne biomase za test BMP 3.3.1
 
S testom BMP smo v magistrskem delu merili proizvodnjo bioplina in tako ugotavljali, 
kako predobdelava in dva načina bioaugmentacije vplivajo na proizvodnjo bioplina iz 
mikroalg. Za izvedbo testa BMP smo kot inokulum uporabili termofilno metanogeno 
mikrobno biomaso iz bioplinarne Koto, d.d. Pred začetkom poskusa smo jo 
termostatirali 7 dni pri 55 °C. S tem smo mikrobno biomaso stabilizirali in dosegli čim 
večjo porabo še prisotne organske snovi.  
 
 Merjenje vrednosti KPK mikroalgne mešanice 3.3.2
 
Vrednosti KPK mikroalg smo potrebovali za izračun obremenitve mikrobne biomase s 
substratom. Vzorce mikroalgne mešanice smo pred izvedbo testa homogenizirali in jih 
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zaradi visoke vsebnosti organskih snovi redčili z destilirano vodo v razmerjih 1:20, 1:30 
in 1:50. Test KPK smo izvajali po postopku, opisanem v poglavju 3.2.6. 
 
 Izračun obremenitve mikrobne biomase s substratom 3.3.3
 
Za izračun obremenitve mikrobne biomase s substratom za test BMP smo potrebovali 
podatke o KPK vrednosti mikroalgne mešanice (poglavje 3. 2. 2.) in podatke o 
vsebnosti organske snovi v mikrobni biomasi (inokulum). Analizo vsebnosti organske 
snovi v mikrobni biomasi smo izvedli po postopku,  opisanem v poglavju 3. 2. 5. Test 
BMP smo izvajali v anaerobnih pogojih v steklenicah, ki so predstavljale bioreaktorje. 
Volumen ene steklenice je znašal 1 L, od tega je delovni volumen znašal 500 mL.  
 
Volumen dodanega substrata smo izračunali z enačbo (4).  
 
   
           
             




Vs – volumen mikroalg (substrata) (mL) 
Obremenitev – obremenitev mikrobne biomase (g KPK substrata /1 g OS mikrobne biomase) 
KPK substrata – vrednost izmerjenega KPK substrata (g KPK/L) 
 
V testu BMP smo vključili pozitivno kontrolo, ki je predstavljala interno kontrolo testa. 
V pozitivni kontroli je glukoza standardni substrat, ki je lahko dostopen vir energije in 
je hitro razgradljiv. Kot predvideva standardni postopek testa BMP, smo mikrobno 
biomaso obremenili z 0,2 g KPKglukoze /1 g OSmikrobne biomase. 
 
Volumen dodane mikrobne biomase (inokuluma) smo izračunali z enačbo (5). 
 
   
     
  
      
…(5) 
 
V1 – volumen mikrobne biomase, dodane v poskusne mešanice (mL) 
c1 – vsebnost organske snovi v mikrobni biomasi (g OS/L) 
V2 – volumen poskusne mešanice v testu BMP (500 mL) 
c2 – koncentracija mikrobne biomase v steklenicah (g OS/L) 
 
 Priprava deoksigenirane vode za test BMP 3.3.4
 
Pred izvedbo testa BMP smo pripravili ustrezno količino deoksigenirane vode in s tem 
dodatno zagotovili anaerobne pogoje v testnih mešanicah. Vodovodno vodo smo kuhali 
do vretja, jo prelili v steklenice in prepihovali z dušikom nadaljnjih 5 minut. Nato smo 
steklenice zaprli z gumijastimi in aluminijastimi zamaški. Do uporabe smo 
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 Priprava fosfatnega pufra za test BMP 3.3.5
 
S pomočjo fosfatnega pufra smo v testnih mešanicah vzdrţevali ustrezno pufersko 
kapaciteto. Posebej smo pripravili obe raztopini (preglednica 9) in ju zmešali v razmerju 
1:1 v zadostni količini ter ga do uporabe hranili v hladilniku.  
 
Preglednica 9: Sestava fosfatnega pufra 
Sestavina Količina 
Raztopina 1  
KH2PO4 45,06 g 
Destilirana voda 1000 mL 
Raztopina 2  
Na2HPO4 x 2H2O 97,54 g 
Destilirana voda 1000 mL 
 
 Priprava biološko predobdelane mikroalgne mešanice 3.3.6
 
V raziskavi smo izvedli dve ponovitvi testa BMP. Vsaka ponovitev je vključevala 
poskusne mešanice z biološko predobdelano mikroalgno biomaso in poskusne mešanice 
bioaugmentirane z bakterijskim sevom C. thermocellum (poglavje 3.3.7).  
 
Pri prvem testu BMP je biološka predobdelava mikroalg s C. thermocellum trajala 
sedem dni, pri drugem testu BMP pa tri dni. V drugem poskusu smo čas predobdelave 
skrajšali, ker v prvem poskusu predobdelava ni vplivala na proizvodnjo bioplina. Za test 
smo pripravili steklenice, kjer je potekala biološka predobdelava in steklenice s 
pripadajočo negativno kontrolo. Poskusne mešanice smo pripravili v treh ponovitvah in 
jih ustrezno označili: 
 
-PA-C.t.: biološka predobdelava mikroalg (dodana kultura C. thermocellum) 
-PA-C.t.-K: negativna kontrola biološke predobdelave mikroalg (dodano gojišče 
brezkulture C. thermocellum in brez virov ogljika)  
 
Sev C. thermocellum smo ob prepihovanju z dušikom aseptično nacepili s sterilno 
injekcijsko brizgo v Wheaton stekleničke, ki so vsebovale 80 mL sterilnega 
anaerobnega gojišča z Avicel-om (poglavje 3. 1. 3) in  jih inkubirali v inkubatorju pri 55 
°C. Po pribliţno 38 urah, ko je bakterijska kultura zrasla do OD~0,5, smo pričeli s 
postopkom predobdelave. 
 
V steklenice za biološko predobdelavo mikroalg smo glede na obremenitev (preglednica 
10) dodali ustrezno količino mikroalgne mešanice, kar smo izračunali z enačbo (4). 
Dodali smo še 50 mL deoksigenirane vode in polovično količino fosfatnega pufra (10 
mL). Glede na delovni volumen poskusnih mešanic (500 mL) smo nato aseptično dodali 
10 vol. %  kulture C. thermocellum (OD~0,5). V kontrolne mešanice pa smo dodali 10 
vol. %  avtoklaviranega gojišča (121 °C, 15 minut, 1,1 bar) brez vira ogljika in brez 
bakterijske kulture. Vse sestavine, potrebne za pripravo testnih mešanic, smo pred 
začetkom poskusa segreli v vodni kopeli pri 55 °C in jih prepihovali z dušikom ter tako 
zmanjšali stres za mikrobno biomaso in bakterijsko kulturo C. thermocellum. 
Predobdelava je potekala 7 oz. 3 dni v temi pri 55 °C in 120 vrt/min.  
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 Priprava poskusnih mešanic za test BMP 3.3.7
 
Natančna sestava vseh poskusnih mešanic je za prvi test BMP opisana v preglednici 11, 
za drugi test BMP pa v preglednici 12. Pri obeh testih BMP smo pripravili po tri 
ponovitve poskusnih in kontrolnih mešanic (le pri 1. testu BMP je bila negativna 
kontrola (NK) v dveh ponovitvah) z oznakami: 
 
NK: negativna kontrola (mikrobna biomasa) 
ST: standard oz. pozitivna kontrola 
NA: nativne mikroalge 
PA-C.t.: biološka predobdelava mikroalg (7 oz. 3 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum) 
PA-C.t.-K: negativna kontrola biološke predobdelave mikroalg (7 oz. 3 dni pred 
začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez 
vira ogljika) 
A-C.t.: mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) 
A-C.t.-K: negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. 
thermocellum in brez vira ogljika) 
A-3xC.t.: mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum : na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih)  
A-3xC.t.-K: negativna kontrola: mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez 
kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: nazačetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 
dnevih)  
 
Pri obeh testih BMP je koncentracija mikrobne biomase poskusnih mešanic znašala 4 g 
OSmikrobne biomase/L. Ker je OS mikrobne biomase pri prvem testu BMP znašala 16,8 g/L, 
pri drugem testu BMP pa 20,8 g/L, smo v poskusne mešanice pri prvem testu BMP 
dodali 119 mL mikrobne biomase, pri drugem testu BMP pa 96 mL mikrobne biomase 
(enačba (5)). Na podlagi predvidenih obremenitev (preglednica 10) smo glede na 
vrednosti KPK mikroalgne biomase z enačbo (4) izračunali količine dodane mikroalgne 
biomase. Tako smo pri prvem testu BMP v poskusne mešanice dodali 2,34 g OS, pri 
drugem pa 1,38 g OS mikroalgne biomase. 
 
Pri poskusnih mešanicah z biološko predobdelanimi mikroalgami in pri negativni 
kontroli biološko predobdelanih mikroalg smo upoštevali količine ţe dodanega 
fosfatnega pufra in deoksigenirane vode v fazi predobdelave (opisano v poglavju 3. 3. 
7). Po končani predobdelavi mikroalg smo za test BMP v steklenice dodali še mikrobno 
biomaso (4 g OSmikrobne biomase/L), količino smo izračunali z enačbo (5). Dodali smo še 
preostanek fosfatnega pufra (10 mL) in preostanek deoksigenirane vode (do končnega 
volumna 500 mL).  
 
Pred začetkom testa BMP smo za bioaugmentacijo pripravili ustrezno količino 
avtoklaviranih gojišč in nacepljenih gojišč z bakterijsko kulturo C. thermocellum kot je 
opisano v poglavju 3.3.6. V določene steklenice (slika 3) smo dodali bakterijsko kulturo 
C. thermocellum (10 vol. %), ki smo jo iz stekleničk Wheaton sterilno odvzeli z 
injekcijsko brizgo pri OD~0,5. V testne mešanice, ki smo jih uporabili kot negativno 
kontrolo, smo dodali 10 vol. %  avtoklaviranega gojišča (121 °C, 15 minut, 1,1 bar) 
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brez vira ogljika in brez bakterijske kulture. V vsako poskusno steklenico smo dodali še 
20 mL fosfatnega pufra in deoksigenirano vodo do končnega volumna 500 mL. 
 
Med pripravo poskusnih mešanic smo sestavine med prepihovanjem z dušikom greli v 
vodni kopeli pri 55 °C, da smo ohranjali ţeleno temperaturo. Steklenice smo po dodatku 
vseh sestavin prepihovali z dušikom še nadaljnjih 20 minut in jih potem zatesnili z 
gumijastimi in aluminijastimi zamaški. Pri obeh testih BMP smo poskusne mešanice 
inkubirali 51 dni v inkubatorju pri 55 °C in 120 vrt/min. 
 
Preglednica 10: Obremenitev mikrobne biomase pri testih BMP 
Testna mešanica Obremenitev (g KPKsubstrata/1 
g OSmikrobne biomase) 
Obremenitev (g OS mikroalg/ 1 g 
OS mikrobne biomase) 
Negativna kontrola / / 
Pozitivna kontrola 0,2 / 
1. test BMP 1,7 1,17 
2. test BMP 1 0,69 
 
Preglednica 11: Sestava poskusnih mešanic za prvi test BMP 
Testna 
mešanica 









/ / / / / / / 
Nativne 
alge (mL) 
/ / 180 180 180 180 180 180 180 
Gojišče 
(mL) 




/ / / 50 / 50 / 50 / 
Fosfatni 
pufer (mL) 




361 361 319 50+81 50+81 131 131 131 131 
SKUPAJ 
(mL) 
500 500 500 500 500 500 500 500 500 
NK = negativna kontrola (mikrobna biomasa), ST = standard oz. pozitivna kontrola, NA = nativne 
mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam 
dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave mikroalg (7 dni 
pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), 
A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = negativna 
kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), A-
3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. thermocellum: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: mikroalge + 3x gojišče 
(3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na začetku testa BMP, po 3 
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Preglednica 12: Sestava poskusnih mešanic za drugi test BMP 
Testna 
mešanica 






























384 384 121 50+112 50+112 162 162 162 162 
SKUPAJ 
(mL) 
500 500 500 500 500 500 500 500 500 
NK = negativna kontrola (mikrobna biomasa), ST = standard oz. pozitivna kontrola, NA = nativne 
mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam 
dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave mikroalg (3 dni 
pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), 
A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = negativna 
kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), A-
3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. thermocellum: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: mikroalge + 3x gojišče 
(3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na začetku testa BMP, po 3 
dnevih in po 6 dnevih) 
 
Poskusne mešanice, ki smo jih trikrat bioaugmentirali s C. thermocellum in njihove 
negativne kontrole so imele 100 mL večji volumen kot preostale testne mešanice, saj 
smo 2-krat (po 3 in po 6 dneh) dodali 50 mL kulture C. thermocellum oz. 50 mL 
avtoklaviranega gojišča. Drugi test BMP smo zato optimirali tako, da smo vsem ostalim 
poskusnim mešanicam, po 3 dneh in po 6 dneh testa BMP, dodali po 50 mL ustreznega 
razmerja fosfatnega pufra in deoksigenirane vode (1:24). Tako smo izenačili volumen v 
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Slika 4: Shema testa BMP 
NK: negativna kontrola (mikrobna biomasa), ST: standard oz. pozitivna kontrola, NA: nativne mikroalge, 
PA-C.t.: biološka predobdelava mikroalg (7 oz. 3 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodana 
kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K: negativna kontrola biološke predobdelave mikroalg (7 oz. 3 dni 
pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), 
A-C.t.: mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K: negativna kontrola: 
mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), A-3xC.t.: 
mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. thermocellum: na začetku 
testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K: negativna kontrola: mikroalge + 3x gojišče (3-krat 
dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in 
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 Odvzem in analiza vzorcev 3.3.8
 
Pred začetkom in ob koncu testa (po 51 dneh) smo iz vsake poskusne mešanice odvzeli 
3 mL vzorca za analizo KMK in 6 mL za analizo KPK. Vsem poskusnim mešanicam 
smo pomerili vrednost pH. 
 
Volumen nastalega bioplina smo merili po 1, 2, 3, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27, 34, 41 in 51 
dneh inkubacije. Po 1, 2, 3, 6, 9, 13, 16, 20, 27, 34, 41 in 51 dneh inkubacije smo 
odvzeli 3 mL vzorca za analizo KMK. Pri drugem poskusu testa BMP smo dodatno 
odvzeli še 10 mL vzorca za nadaljnje raziskave po 1, 6, 16, 23, 41 in 51 dneh 
inkubacije.  
 
 Merjenje vrednosti pH 3.3.9
 
Pri testu BMP smo prvi in zadnji dan vsem testnim mešanicam izmerili vrednosti pH. 
Pri tem smo uporabili pH meter, umerjen na vrednosti med pH=6 in pH=8. 
 
 Merjenje volumna nastalega bioplina 3.3.10
 
Količino nastalega bioplina pri testu BMP smo merili z manometrom na vodni stolpec 
glede na nadtlak v steklenicah (Hansen in sod., 2004). Z brizgo, ki je bila preko 
razdelilnika pritrjena na cevko vodnega stolpca, smo iz steklenic izvlekli nastali bioplin 
do izenačitve tlakov. 
 
Pri vsaki testni mešanici smo vse izmerjene volumne nastalega bioplina sešteli in na 
koncu poskusa dobili podatek o skupnem volumnu nastalega bioplina. Manjši del 
bioplina je nastal tudi na račun ţe prisotnih organskih snovi v sami mikrobni biomasi. 
Da smo pridobili podatke o dejanski količini nastalega bioplina samo na račun 
dodanega substrata, smo od vsakega odčitanega rezultata nastalega bioplina v testnih 
mešanicah odšteli volumen bioplina, nastalega v steklenicah z  negativno kontrolo.  
 
 Skupna proizvodnja bioplina 3.3.11
 
Volumne nastalega bioplina v vseh testnih mešanicah smo standardizirali z enačbo (6). 
Podatke o povprečnem zračnem tlaku na dan meritve smo pridobili na spletni strani 
Agencije Republike Slovenije za Okolje (ARSO, 2016). 
 
              
        
     
 …(6) 
 
Px – zračni tlak v času meritve (hPa) 
Vx – izmerjen volumen bioplina 
T0 – standardna temperatura (273 K) 
Tx -  temperatura inkubacije (328 K) 
P0 – standardni tlak (1013 hPa) 
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Povprečno vrednost standardiziranih volumnov za negativno kontrolo (NK) smo odšteli 
od povprečnih vrednosti standardiziranih volumnov preostalih testnih mešanic in tako 
izračunali, koliko bioplina je nastalo med testom BMP.  
 
 Merjenje sestave nastalega bioplina 3.3.12
 
Med testom BMP smo opravljali meritve sestave bioplina s plinsko kromatografijo. 
Pline smo ločevali s plinskim kromatografom Shimadzu 14A z detektorjem na toplotno 
prevodnost (TCD) na jekleni koloni dolţine 4 metrov, premera 1/8'', polnjeni s polnilom 
PORAPAK Q. Nosilni plin je predstavljal helij, s pretokom 25 mL/minuto. Pri analizi 
smo uporabljali program, pri katerem je bila temperatura injektorja 50 °C, temperatura 
kolone 30 °C in temperatura detektorja 80 °C. Realni tok na detektorju je bil 60 mA. Za 
kalibracijo kromatografa smo uporabljali standardno mešanico plinov (100 µL), 
sestavljene iz 15,7 % H2, 18,7 % N2, 20,5 % CH4 in 45,1 % CO2. Kalibracijo smo 
izvedli po metodi normalizacije površine. Rezultate smo izpisali z integratorjem 
Chromatopac C-R6A (Shimadzu, Japonska). Na vsak dan vzorčenja smo s plinotesno 
brizgo iz vsake steklenice odvzeli po 100 µL bioplina in ga vbrizgali v injektor. 
 
 Skupna proizvodnja metana 3.3.13
 
Iz izmerjenih deleţev metana in standardiziranih volumnov bioplina smo z enačbo (7) 
izračunali volumen metana pri standardnih pogojih.  
 
  (   )  
                  
   
 … (7) 
 
VCH4 – volumen nastalega metana pri standardnih pogojih 
Vbioplin st. – standardiziran volumen bioplina 
% CH4 – odstotek metana 
 
Izračunane volumne metana smo sešteli in dobili skupno proizvodnjo metana. Za vse 
testne mešanice smo izračunali povprečje treh paralelk in odšteli negativno kontrolo 
(NK).  
 
 Izplen metana 3.3.14
 
Glede na teoretični izplen metana, ki znaša 350 mL na 1 g KPKsubstrata (Deublein in 
Steinhouser, 2008) smo izračunali realni izplen metana (v %) z enačbo (8).  
 
    ( )   
     




V – proizvedeni volumen metana na 1 g KPKsubstrata (mL) 
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 TEST BIOMETANSKEGA POTENCIALA 4.1
 
 Rastna krivulja bakterije Clostridium thermocellum 4.1.1
 
Pred izvedbo testa BMP smo za spremljanje rasti bakterijske kulture C. thermocellum 
pripravili rastne krivulje na različnih substratih, ki bi nam kasneje koristile za 
spremljanje encimskih aktivnosti v različnih fazah rasti. Rastne krivulje smo lahko 
pripravili za kulturo C. thermocellum, ki je zrasla v gojiščih s celobiozo ali z glukozo 
kot glavnim virom ogljika. V gojiščih s ksilanom kot glavnim virom ogljika nismo 
zaznali rasti C. thermocellum. Pri kulturi, gojeni na gojiščih z Avicelom smo morali 
zaradi netopnosti substrata merjenje OD nekoliko prilagoditi. Zraslo kulturo smo pol 
ure pred merjenjem OD premešali in pustili, da se je Avicel posedel na dno. Nato smo 
za merjenje OD odvzeli del zgornje faze, kjer je bila vidna rahla motnost, značilna za 
mikrobno rast. S takšnim načinom merjenja smo ugotovili, da je po ~38 urah optična 
gostota pri  vrednosti ~ 0,5 dosegla svoj maksimum, kar smo nato upoštevali pri 




Slika 5: Rastna krivulja bakterije Clostridium thermocellum z glukozo kot glavnim virom ogljika v 
gojišču (3 ponovitve) 
C. t. – glc 1 = sev C. thermocellum v gojišču z glukozo kot glavnim virom ogljika, 1. ponovitev, C. t. – 
glc 2 = sev C. thermocellum v gojišču z glukozo kot glavnim virom ogljika, 2. ponovitev, C. t. – glc 3 = 
sev C. thermocellum v gojišču z glukozo kot glavnim virom ogljika, 3. ponovitev, OD (654 nm) = optična 





















C. t. - glc 1
C. t. - glc 2
C. t. - glc 3
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Slika 6:  Rastna krivulja bakterije Clostridium thermocellum s celobiozo kot glavnim virom ogljika v 
gojišču (3 ponovitve) 
C. t. – cel 1 = sev C. thermocellum v gojišču s celobiozo kot glavnim virom ogljika, 1. ponovitev, C. t. – 
cel 2 = sev C. thermocellum v gojišču s celobiozo kot glavnim virom ogljika, 2. ponovitev, C. t. – cel 3 = 
sev C. thermocellum v gojišču s celobiozo kot glavnim virom ogljika, 3. ponovitev, OD (654 nm) = 




 Nativne mikroalge 4.1.2.1
 
Pred izvedbo testa BMP smo pripravili mikroskopske preparate z nativnimi 
mikroalgami in nato slike uporabili za primerjavo z biološko obdelanimi mikroalgami.  
 
Pri nativnih mikroalgah so prevladovale predvsem nitaste mikroalge, ki sodijo med 
najpogostejši morfološki tip nitastih mikroalg (slika 7: slika na levi). Glede na 
predhodne analize mikroalgne zdruţbe iz fotobioreaktorja Koto d.d. (Reinhardt, 2012) 
smo pri nativnih mikroalgah poleg nitastih mikroalg (slika 7: slika na levi in slika na 
sredini) opazili mikroalge iz rodu Ankistrodesmus sp. (slika 7: slika na sredini in slika 
na desni) in mikroalge iz rodu Scenedesmus sp. (slika 7: slika na desni). Na slikah so 
bili opazni tudi skupki organskega materiala z ujetimi mikroorganizmi (slika 7).  
 
Pri nativnih mikroalgah so bile celice mikroalg nepoškodovane, vidna je bila intenzivna 






















C. t. - cel 1
C. t. - cel 2
C. t. - cel  3
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Slika 7: Mikroskopske slike neobdelanih mikroalg pred testom BMP (levo: 100 - kratna povečava, 
sredina in desno: 400 - kratna povečava) 
 
 Biološko predobdelana mikroalgna mešanica 4.1.2.2
 
Po biološki predobdelavi s C. thermocellum so bile nitaste mikroalge opazno krajše in 
velik deleţ celic mikroalg je bil poškodovan. Kloroplasti se niso več prilegali celičnim 
stenam, poleg tega je bila pigmentacija kloroplastov manj izrazita, kot pri nativnih 




Slika 8: Mikroskopske slike mikroalg po biološki predobdelavi (levo: 100-kratna povečava, sredina in 
desno: 400-kratna povečava) 
 
 Mikroalge po testu BMP 4.1.2.3
 
Celice nativnih mikroalg so bile ob zaključku testa BMP natrgane in poškodovane, 
kloroplasti se niso več prilegali celičnim stenam (slika 9). Mikroalge so bile v 
bioaugmentiranih mešanicah (A-C.t.) ob koncu testa BMP bolj natrgane v primerjavi z 
negativno kontrolo (A-C.t.-K) (slika 10). Pri trikratni bioaugmentaciji mešanic s C. 
thermocellum (A-3xC.t.) so bile nitaste mikroalge ob zaključku testa BMP močno 
poškodovane in nitke zelo natrgane. Pri pripadajoči negativni kontroli (A-3xC.t.-K) pa 
so bile nitaste mikroalge bolj ohranjene oz. manj poškodovane (slika 11).  
 
Pri vseh predobdelanih vzorcih mikroalg so bili kloroplasti manj intenzivno zeleni (slika 
8, 9, 10, 11) kot pri nepoškodovanih vzorcih nativnih mikroalg (slika 7). Ob primerjavi 
vzorcev mikroalg na zadnji dan testa BMP smo ugotovili, da so ostale najbolj ohranjene 
nativne mikroalge (NA) (slika 9), najmanj ohranjene pa 3-krat bioaugmentirane 
mikroalge (A-3xC.t.) (slika 11).  
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Slika 9: Mikroskopski sliki nativnih mikroalg (NA) na zadnji dan testa BMP (pri prvi sliki je 400 – kratna 
povečava, pri drugi sliki je 100 – kratna povečava) 
 
   
 
Slika 10: Mikroskopska slika bioaugmentiranih mešanic s C. thermocellum (A-C.t.) na levi strani in 
negativne kontrole za bioaugmentirane mešanice (A-C.t.-K) na desni strani na zadnji dan testa BMP (100 




Slika 11: Mikroskopska slika 3-krat bioaugmetiranih mešanic s C. thermocellum (A-3xC.t.) na levi strani 
in negativna kontrola za 3-krat bioaugmentiranih mešanic (A-3xC.t.-K) na desni strani na zadnji dan testa 
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 Rezultati merjenja hidrolitičnih encimskih aktivnosti C. thermocellum 4.1.3
 
 Kvalitativno dokazovanje encimskih aktivnosti 4.1.3.1
 
S testom za kvalitativno dokazovanje encimskih aktivnosti na agaroznih ploščah smo 
ugotavljali ali so v vzorcih prisotni encimi, sposobni razgradnje karboksimetil celuloze 
(CMC), mikrokristalne celuloze (Avicel) in ksilana. Kvalitativno smo njihovo aktivnost 
ugotavljali z opazovanjem con razgradnje dodanih substratov. Na ploščah so bile cone 
razgradnje substrata vidne kot neobarvane lise, saj na teh mestih ni prišlo do vezave 
barvila Kongo rdeče na intaktne polisaharide in se je barvilo med razbarvanjem izpralo. 
Na agaroznih ploščah so bila na določenih mestih vidna temnejša območja, ki 
predstavljajo ostanke nanešenih celic (slika 12).  
 
 
Slika 12: Slikovni primer  kvantitativnega dokazovanja encimske aktivnosti na podlagi velikosti con 
zbistritve na agarozni plošči z dodano CMC 
 
Pri agaroznih ploščah z dodanim Avicelom se je le-ta zaradi netopnosti posedel na dno 
plošče. Tako je bil Avicel encimom teţje dostopen in posledično smo rezultate za 
avicelazno aktivnost lahko ovrednotili le pri vzorcih z močno encimsko aktivnostjo. 
 
Pri testiranju razgradnje CMC in ksilana smo ugotovili, da je Avicel bolje induciral 
ksilanazno kot CMC-azno (endoglukanazno) aktivnost C. thermocellum. Pri vzorcih s 
C. thermocellum, ki je rastel na celobiozi ali CMC so bile cone razgradnje podobno 
velike, kar pomeni, da sta substrata dobro inducirala tako ksilanazno kot CMC-azno 
aktivnost. Pri vzorcih s C. thermocellum, zraslem v gojišču z dodanimi mikroalgami, so 
bile cone razgradnje ksilana in CMC po treh dnevih rasti večje kot po šestih dnevih 
rasti, kar predstavlja večjo ksilanazno in CMC-azno aktivnost seva po treh dneh 
inkubacije. Dodane mikroalge pa so po treh dneh inkubacije inducirale večjo CMC-azno 
kot ksilanazno aktivnost. Pri negativni kontroli ni prišlo do razgradnje substrata, saj smo 
na agarozne plošče nanesli samo gojišče brez mikroorganizmov. Rezultati so prikazani 
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Preglednica 13: Rezultati kvalitativnega dokazovanja encimskih aktivnosti (ksilanazne, CMC–azne) v 
sorazmerju z velikostjo con zbistritve (0 = ni aktivnosti, + = mala, ++ = velika) 
Sustrat za rast    
C. thermocellum v 
gojišču 
vzorec ksilanaze CMC-aze 
(endoglukanaze) 
Avicel celična frakcija, OD~1,3 ++ + 
Avicel supernatant, OD~1,3 ++ + 
celobioza celična frakcija, OD~1,4 + + 
celobioza Supernatant, OD~1,4 ++ + 
CMC celična frakcija, OD~1,3 + + 
CMC Supernatant, OD~1,3 + + 
Mikroalge              
3 dni 
celična frakcija + ++ 
Mikroalge              
3 dni 
supernatant + ++ 
Mikroalge              
6 dni 
celična frakcija + ++ 
Mikroalge              
6 dni 
supernatant 0 + 
brez – negativna 
kontrola 
gojišče 0 0 
 
 Kvantitativne encimske aktivnosti 4.1.3.2
 
Največje ksilanazne aktivnosti (106,2 mMRS/mgPROT/min) smo izmerili pri vzorcih 
celic, kjer je C. thermocellum rastel v gojišču z Avicel-om kot glavnim virom ogljika, 
pri OD~0,5 in pri 1 % ksilanu v 50 mM fosfatnem pufru. V tem primeru je bila 
ksilanazna aktivnost večja v celični frakciji kot v supernatantu. V ostalih primerih je 
bila ksilanazna aktivnost večja v supernatantu kot v celičnih frakcijah. Ugotovili smo, 
da so bile pri vseh vzorcih najbolj aktivne ksilanaze, sledile so endoglukanaze, najmanj 
aktivne pa so bile eksoglukanaze. Rezultati so prikazani v preglednici 14. 
 
Preglednica 14: Izračunane vrednosti specifičnih encimskih aktivnosti vzorcev v odvisnosti od substrata 
in časa gojenja 
 Specifična encimska aktivnost  
(mM RS/ mg PROT/ min) 
substrat v gojišču 
za rast C. 
thermocellum/ 
OD654nm 
vzorec ksilanazna  












106,2 58,6 7,5 
Supernatant 29,9 19,1 3,6 
Avicel/OD~1,3 Celična 
frakcija 
17,3 10,9 0,4 
Supernatant 35,8 18,3 21,4 




0,7 0,5 -2,7 
Supernatant 24,2 7,2 -4,6 




0,3 -0,1 -0,8 
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 VPLIV BIOLOŠKE PREDOBDELAVE IN BIOAUGMENTACIJE NA   4.2
BIOMETANSKI POTENCIAL MIKROALG - 1. TEST BMP 
 
 Kemijska potreba po kisiku (KPK) 4.2.1
 
Za prvi in zadnji dan poskusa BMP smo naredili analizo KPK, s katero smo v poskusnih 
mešanicah ugotavljali porabo organske snovi med testom BMP. Po 51 dneh se je 
vrednost KPK najbolj zmanjšala pri poskusnih mešanicah z bioaugmentacijo s C. 
thermocellum (A-C.t.), najmanj se je zmanjšala pri mešanicah s predobdelanimi 
mikroalgami (PA-C.t.), pri mešanicah s 3-kratno bioaugmentacijo (A-3xC.t.) pa je 
vrednost KPK bila po 51 dneh celo višja kot na začetku poskusa. 
 
Slika 13: Količina KPK (g/L) v testnih mešanicah na začetku in na koncu 1. testa BMP s prikazanimi 
standardnimi odkloni 
NK = negativna kontrola (mikrobna biomasa), ST = standard oz. pozitivna kontrola, NA = nativne 
mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam 
dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave mikroalg (7 dni 
pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), 
A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = negativna 
kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), A-
3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. thermocellum: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: mikroalge + 3x gojišče 
(3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na začetku testa BMP, po 3 
dnevih in po 6 dnevih),  t (0) = začetek testa BMP, t (51) = konec testa BMP. Rezultati so prikazani kot 
povprečne vrednosti treh meritev s standardnimi odkloni. 
 
 Vrednost pH 4.2.2
 
Na začetku in ob koncu poskusa smo izmerili vrednosti pH testnih mešanic. Pri prvem 
testu BMP so se vrednosti pH na začetku poskusa gibale v območju med 7,65 in 8,28, 
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Slika 14: vrednosti pH testnih mešanic na začetku in na koncu 1. testa BMP s prikazanimi standardnimi 
odkloni. 
NK = negativna kontrola (mikrobna biomasa), ST = standard oz. pozitivna kontrola, NA = nativne 
mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam 
dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave mikroalg (7 dni 
pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), 
A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = negativna 
kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), A-
3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. thermocellum: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: mikroalge + 3x gojišče 
(3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na začetku testa BMP, po 3 
dnevih in po 6 dnevih), t (0) = začetek testa BMP, t (51) = konec testa BMP. Rezultati so prikazani kot 
povprečne vrednosti treh meritev s standardnimi odkloni. 
 
 Kratkoverižne maščobne kisline (KMK) 4.2.3
 
Pri 1. testu BMP smo največje koncentracije kratkoveriţnih maščobnih kislin izmerili 
pri mikroalgah s 3-kratno bioaugmentacijo s C. thermocellum (A-3xC.t.), kjer je skupna 
vrednost kratkoveriţnih maščobnih kislin znašala 2,4 g/L. Najbolj zastopana je bila 
ocetna kislina, do največ 1,8 g/L. Propionska kislina se je pojavljala v niţjih 
koncentracijah, do največ 0,3 g/L. Zasledili smo tudi propionsko, masleno, valerensko, 
izo-valerensko in kapronsko kislino. Te so se skupno pojavljale do največ 0,4 g/L. Pri 
mešanicah z biološko predobdelanimi mikroalgami (PA-C.t) je skupna vrednost KMK 
znašala 1,6 g/L, pri mešanicah z mikroalgami z bioaugmentacijo s C. thrmocellum (A-
C.t) pa je vrednot celokupnih KMK znašala 1,5 g/L. 
 
Povprečne vrednosti kratkoveriţnih maščobnih kislin pri 1. testu BMP so prikazane v 
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 Volumen nastalega bioplina pri testu BMP 4.2.4
 
Pri 1. testu BMP je proizvodnja bioplina intenzivno naraščala v prvih 16-dneh, nato se 
je proizvodnja upočasnila. Izjema je bila mešanica biološko predobdelanih mikroalg 
(PA-C.t.), kjer je proizvodnja bioplina intenzivno naraščala v prvih 13-dneh in nato 
upadla (slika 15). Največja proizvodnja bioplina je bila v poskusnih mešanicah 
mikroalg s 3-kratno bioaugmentacijo s C. thermocellum (A-3xC.t.), kjer je povprečno 
nastalo 41 % več bioplina (169,2 mL bioplina na 1 g OSsubstrata) v primerjavi s 
kontrolnimi mešanicami. Pri poskusnih mešanicah mikroalg z bioaugmentacijo s C. 
thermocellum (A-C.t.) je nastalo in 158,6 mL bioplina (29 % povečanje proizvodnje 
bioplina). Najmanj bioplina je nastalo v testnih mešanicah z biološko predobdelanimi 
mikroalgami (PA-C.t.), in sicer 103,5 mL bioplina na 1 g OSsubstrata (ni prišlo do 





Slika 15: Volumen nastalega bioplina (mL) na 1 g OSsubstrata med prvim testom BMP 
NA = nativne mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave 
mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in 
brez vira ogljika), A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = 
negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira 
ogljika), A-3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: 
mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), t (0) = začetek testa BMP, t (51) = konec testa BMP. 
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 Volumen nastalega metana v testu BMP 4.2.5
 
Proizvodnja metana je bila najbolj intenzivna med 9. in 16. dnem. Izjema so mešanice 
biološko predobdelanih mikroalg (PA-C.t.), kjer je bila intenzivna proizvodnja metana v 
prvih 13-dneh (slika 16). Največ metana je nastalo pri mešanicah mikroalg s 3-kratno 
bioaugmentacijo s C. thermocellum (A-3xC.t.) in sicer 97,5 mL na 1 g OSsubstrata (49 % 
povečanje proizvodnje metana). Pri testnih mešanicah mikroalg z bioaugmentacijo s C. 
thermocellum (A-C.t.) je nastalo 91,4 mL metana na 1 g OSsubstrata (38 % povečanje 
proizvodnje metana). Najmanj metana je nastalo pri testnih mešanicah z biološko 
predobdelanimi mikroalgami (PA-C.t.), kjer je nastalo 86,7 mL metana na 1 g OSsubstrta 




Slika 16: Volumen nastalega metana (mL) pri standardnih pogojih na 1 g OSsubstrata med 1. testom BMP 
NA = nativne mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave 
mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in 
brez vira ogljika), A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = 
negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira 
ogljika), A-3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: 
mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: 
nazačetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), t (0) = začetek testa BMP, t (51) = konec testa BMP. 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh meritev s standardnimi odkloni. 
 
Med testnimi mešanicami je bil ob zaključku prvega testa BMP največji deleţ metana v 
bioplinu (83,8 %) pri mešanicah z biološko predobdelanimi mikroalgami (PA-C.t.) in 
njihovih pripadajočih kontrolah. Pri preostalih mešanicah so bili deleţi metana manjši 
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Preglednica 15: Povprečni standardiziran deleţ metana v bioplinu (%) ob koncu 1. testa BMP  








NA = nativne mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave 
mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in 
brez vira ogljika), A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = 
negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira 
ogljika), A-3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: 
mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih) 
 
 Izplen metana v testu BMP 4.2.6
 
Izplen metana (količina nastalega metana na 1 g KPK substrata) smo preračunali s 
pomočjo znanih KPK vrednosti testnih mešanic, kjer smo upoštevali, da iz 1 g KPK 
substrata nastane 350 mL metana (Deublein in Steinhauser, 2008) (poglavje 3. 3. 14). 
Pri določanju KPK vrednosti smo upoštevali KPK vrednost dodanih mikroalg in kulture 
C. thermocellum oz. avtoklaviranega gojišča. 
 
V 1. testu BMP je bil doprinos kulture 0,154 g KPK, doprinos gojišča pa 0,006 g KPK. 
Pri mikroalgah s 3-kratno bioaugmentacijo s C. thermocellum (A-3xC.t.) in negativni 
kontroli mikroalg 3-krat dodanim gojiščem (A-3xC.t.-K) smo upoštevali 3-kratni 
dodatek kulture oz. gojišča k testnim mešanicam, zato je doprinos kulture 0,480 g KPK, 
doprinos gojišča pa 0,039 g KPK. Vrednost KPK kulture C. thermocellum znaša 
0,00654 g KPK/g kulture, vrednost KPK gojišča pa znaša 0,00065 g KPK/g gojišča. 
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Preglednica 16: Volumen nastalega metana pri standardnih pogojih na 1 g KPKsubstrata in izplen metana 
med 1. testom BMP 
Oznake testnih 
mešanic 
g KPKsubstrata/ 1 g 
OSmikrobne biomase 
V CH4 (mL) V CH4/1 g 
KPKsubstrata (mL) 
Izplen CH4 (%) 
NA 1 96,1 97,0 27,7 
A-C.t. 1,154 141,3 122,5 35,0 
A-C.t.-K 1,006 102,6 101,9 29,1 
PA-C.t. 1,154 133,9 116,1 33,2 
PA-C.t.-K 1,006 140,2 139,3 39,8 
A-3xC.t. 1,480 223,8 151,2 43,2 
A-3xC.t.-K 1,039 150,4 144,8 41,4 
Teoretično   350 100 
NA = nativne mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave 
mikroalg (7 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in 
brez vira ogljika), A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = 
negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira 
ogljika), A-3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: 
mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih) 
 
Kot najbolj učinkovit pristop za povečanje izplena metana se je izkazala trikratna 
bioaugmentacija mikroalgnih mešanic s C. thermocellum (A-3xC.t.), pri čemer je bil 
izplen metana 43,2 %. Kot najmanj učinkovita pa se je izkazala biološka predobdelava 
mikroalg (PA-C.t.), pri čemer je bil izplen metana 33,2 %. Izplen pri nativnih 
mikroalgah (NA) je znašal 27,7 %.  
 
 VPLIV BIOLOŠKE PREDOBDELAVE IN BIOAUGMENTACIJE NA  4.3
BIOMETANSKI POTENCIAL MIKROALG - 2. TEST BMP 
 
 Kemijska potreba po kisiku (KPK) 4.3.1
 
Prvi (to) in zadnji dan (t51) testa BMP smo poskusnim mešanicam izmerili KPK in s tem 
v poskusnih mešanicah ugotavljali porabo organske snovi. Ugotovili smo, da so se 
vrednosti KPK po 51-tih dneh v poskusnih mešanicah zmanjšale, najbolj pri mešanicah 
z biološko predobdelanimi mikroalgami (PA-C.t.), nekoliko manj pri mešanicah s 3-
kratno bioaugmentacijo mikroalg (A-3xC.t.), najmanj pa pri mešanicah z mikrolgami z 
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Slika 17: Sprememba količine KPK (g/L) v testnih mešanicah med drugim testom BMP s prikazanimi 
standardnimi odkloni. 
NA = nativne mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave 
mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in 
brez vira ogljika), A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = 
negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira 
ogljika), A-3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: 
mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh 
meritev s standardnimi odkloni. 
 
 Vrednost pH 4.3.2
 
Vrednosti pH testnih mešanic so se med poskusom zelo malo spremenile. Na začetku 
drugega testa BMP so se vrednosti gibale med 7,19 in 7,67, na koncu pa med 7,23 in 
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Slika 18: pH vrednosti testnih mešanic na začetku in na koncu 2. testa BMP s prikazanimi standardnimi 
odkloni. 
NK = negativna kontrola (mikrobna biomasa), ST = standard oz. pozitivna kontrola, NA = nativne 
mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam 
dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave mikroalg ( 3 dni 
pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), 
A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = negativna 
kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika), A-
3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. thermocellum: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: mikroalge + 3x gojišče 
(3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na začetku testa BMP, po 3 
dnevih in po 6 dnevih). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh meritev s standardnimi 
odkloni. 
 
 Kratkoverižne maščobne kisline (KMK) 4.3.3
 
Največje koncentracije kratkoveriţnih maščobnih kislin smo izmerili pri mešanicah A-
3xC.t. (mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih)), kjer je vrednost 
celokupnih KMK znašala 2,4 g/L. V poskusnih mešanicah je bila najbolj zastopana 
ocetna kislina do največ 1,60 g/L. Propionska kislina se je pojavljala v niţjih 
koncentracijah, do največ 0,37 g/L. Pojavljale so se tudi propionska, maslena, izo-
maslena, valerenska, izo-valerenska in kapronska kislina. Te so se pojavljale do 
koncentracije 0,41 g/L. Pri mešanicah z biološko predobdelanimi mikroalgami (PA-C.t.) 
je celokupna vrednost KMK znašala 1,5 g/L, pri mešanicah z mikroalgami z 
bioaugmantacijo s C. thermocellum  (A-C.t) pa je celokupna vrednost KMK znašala 1,6 
g/L.  
 
Povprečne vrednosti kratkoveriţnih maščobnih kislin pri testu BMP so prikazane v 
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 Volumen nastalega bioplina pri testu BMP 4.3.4
 
Proizvodnja bioplina je pri drugem testu BMP intenzivno naraščala v prvih 20-dneh 
(slika 19), nato se je upočasnila. Največ bioplina je nastalo v testnih mešanicah A-3xC.t. 
(mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih)), kjer je povprečno 
nastalo 485,2 mL bioplina na 1 g OSsubstrata (115 % povečanje proizvodnje). Pri testnih 
mešanicah A-C.t (mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum)) je 
nastalo 349,0 mL bioplina (17 % povečanje proizvodnje). Najmanjša proizvodnja 
bioplina je bila v testnih mešanicah z biološko predobdelanimi mikroalgami (PA-C.t.), 




Slika 19: Volumen nastalega bioplina (mL) pri standardnih pogojih na 1 g OSsubstrata med 2. testom BMP 
NA = nativne mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave 
mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in 
brez vira ogljika), A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum), A-C.t.-K 
= negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira 
ogljika), A-3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: 
mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh 



















































Gorinšek N. Vpliv biološke predobdelave … s Clostridium thermocellum na proizvodnjo bioplina iz mikroalgne biomase. 
   Mag. delo (Du2).  Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
 Volumen nastalega metana v testu BMP 4.3.5
 
Tako kot proizvodnja bioplina, je bila tudi proizvodnja metana največja v prvih 20-dneh 
(slika 19). Največ metana je nastalo v mešanicah s trikratno zaporedno bioagmentacijo s 
C. thermocellum (A-3xC.t.), kjer je nastalo 309,0 mL metana na 1 g OSsubstrata (110 % 
povečanje proizvodnje). Pri testnih mešanicah z bioaugmentiranimi mikroalgami (A-
C.t.) je nastalo 217,3 mL metana na 1 g OSsubstrata (24 % povečanje proizvodnje). 
Najmanjša proizvodnja metana je bila pri testnih mešanicah z biološko predobdelanimi 





Slika 20: Volumen nastalega metana (mL) pri standardnih pogojih  na 1 g OSsubstrata med 2. testom BMP 
NA = nativne mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave 
mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in 
brez vira ogljika), A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = 
negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira 
ogljika), A-3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: 
mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih). Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti treh 
meritev s standardnimi odkloni. 
 
V preglednici 17 so prikazani deleţi metana v bioplinu poskusnih mešanic. Med 
poskusnimi mešanicami je bil največji deleţ metana pri predobdelnih mikroalgah (PA-
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Preglednica 17: Povprečni standardiziran deleţ metana (%) ob zaključku 2. testa BMP 








NA = nativne mikroalge, PA-C.t. = biološka predobdelava mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP 
mikroalgam dodana kultura C. thermocellum), PA-C.t.-K = negativna kontrola biološke predobdelave 
mikroalg (3 dni pred začetkom testa BMP mikroalgam dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in 
brez vira ogljika), A-C.t. = mikroalge + C. thermocellum (bioaugmentacija s C. thermocellum) A-C.t.-K = 
negativna kontrola: mikroalge + gojišče (dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira 
ogljika), A-3xC.t. = mikroalge + 3x bioaugmentacija s C. thermocellum (3-krat dodana kultura C. 
thermocellum: na začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih), A-3xC.t.-K = negativna kontrola: 
mikroalge + 3x gojišče (3-krat dodano gojišče brez kulture C. thermocellum in brez vira ogljika: na 
začetku testa BMP, po 3 dnevih in po 6 dnevih) 
 
 Izplen metana v testu BMP 4.3.6
 
Izplen metana (količina nastalega metana na 1 g KPK substrata) smo preračunali s 
pomočjo znanih KPK vrednosti testnih mešanic, kjer smo upoštevali, da iz 1 g KPK 
substrata nastane 350 mL metana (Deublein in Steinhauser, 2008) (poglavje 3.3.14). Pri 
določanju KPK vrednosti smo upoštevali KPK vrednost dodanih mikroalg in kulture C. 
thermocellum oz. avtoklaviranega gojišča. 
 
Doprinos kulture je 0,165 g KPK, doprinos gojišča pa 0,017 g KPK. Pri 3-krat 
bioaugmentiranih mikroalgah (A-3xC.t.) in negativni kontroli 3-krat bioaugmentiranih 
mikroalg (A-3xC.t.-K) smo upoštevali 3-kratni dodatek kulture oz. gojišča k testnim 
mešanicam, zato je doprinos kulture 0,492 g KPK, doprinos gojišča pa 0,050 g KPK. 
Vrednost KPK kulture C. thermocellum znaša 0,00654 g KPK/g kulture, vrednost KPK 
gojišča pa znaša 0,00065 g KPK/g gojišča. Rezultati so prikazani v preglednici 18. 
 
Preglednica 18: Volumen nastalega metana pri standardnih pogojih na 1 g KPKsubstrata in izplen metana 
med 2. testom BMP 
Oznake testnih 
mešanic 
g KPKsubstrata/ 1 g 
OSmikrobne biomase 
V CH4 (mL) V CH4/1 g 
KPKsubstrata (mL) 
Izplen CH4 (%) 
NA 1 90,0 89,9 25,7 
A-C.t. 1,165 222,4 191,0 54,6 
A-C.t.-K 1,017 152,0 149,4 42,7 
PA-C.t. 1,165 168,3 144,5 41,3 
PA-C.t.-K 1,017 142,0 139,6 39,9 
A-3xC.t. 1,492 445,4 298,6 85,3 
A-3xC.t.-K 1,05 167,2 159,3 45,5 
Teoretično   350 100 
NK = negativna kontrola, ST = standard oz. pozitivna kontrola, NA = nativne alge, PA-C.t. = biološka 
predobdelava mikroalg, PA-C.t.-K = negativna kontrola za biološko predobdelavo mikroalg, A-C.t. = 
bioaugmentirane mikroalge, A-C.t.-K = negativna kontrola za bioaugmentirane mikroalge, A-3xC.t. = 3-
krat bioaugmentirane mikroalge, A-3xC.t.-K = negativna kontrola za 3-krat bioaugmentirane mikroalge.  
 
Za najbolj učinkovit pristop za povečanje izplena metana se je izkazala trikratna  
zaporedna bioaugmentacija s C. thermocellum (A-3xC.t.), kjer je bil izplen metana 85,3 
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%. Najmanj učinkovita pa je bila biološka predobdelava mikroalg (PA-C.t.), kjer je bil 
izplen metana 41,3 %.  
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Ena izmed energijsko najučinkovitejših in okolju prijaznih metod za pridobivanje 
biogoriva je anaerobna razgradnja organskih snovi. Ta proces je odvisen od 
razgradljivosti substrata in okoljskih pogojev, ki vplivajo na mikrobno aktivnost (Lü in 
sod., 2013). Pri tovrstnem pridobivanju biogoriva lahko uporabljamo različne vrste 
organskih snovi, med katerimi so mikroalge obetaven substrat za anaerobno razgradnjo, 
predvsem zaradi njihove celične sestave. Za proces fermentacije so ključni ogljikovi 
hidrati, ki se v celicah mikroalg pojavljajo kot celuloza, hemiceluloza, škrob in drugi 
sladkorji, natančna sestava pa je odvisna od vrste mikroalg. Pri pridobivanju biogoriv iz 
mikroalg pa lahko naletimo na več ovir, kot so nizka vsebnost razgradljivega substrata, 
neustrezno razmerje med ogljikom in dušikom, visoke vsebnosti lipidov pri določenih 
vrstah (inhibicija zaradi nastanka vmesnih metabolnih produktov – dolgoveriţne 
maščobne kisline) in slaba razgradljivosti celičnih sten (Ward in sod., 2014). Glavna 
ovira je odpornost celičnih sten mikroalg na anaerobno razgradnjo. To teţavo lahko 
rešimo z različnimi načini obdelave (mehanska, termična, kemična, biološka), ki so 
običajno povezani z dodatnimi stroški (Lü in sod., 2013). 
 
Med biološke načine predobdelave mikroalg sodi tudi encimska predobdelava s 
celulazami, ki je v primerjavi z mehansko učinkovitejša, vendar so encimi aktivni le v 
začetni fazi po dodatku in jih je potrebno ponovno dodati, kar pa za bioplinarne 
predstavlja prevelike stroške. S postopki biološke predobdelave in bioaugmentacije, kjer 
dodajamo ţive bakterijske kulture, lahko izboljšamo učinkovitost razgradnje substratov, 
saj dodane bakterije hidrolizirajo organske snovi ves čas njihove aktivnosti.  Pri teh 
postopkih je potrebno glede na vrsto substrata natančno izbrati bakterijsko vrsto, ki je 
aktivna v anaerobnih pogojih razgradnje. Vrste mikroalg se med seboj zelo razlikujejo 
zlasti zaradi kompleksne zgradbe celičnih sten in vsebnosti lipidov ter so posledično kot 
substrat zelo raznolike. Zaradi tega bi morali za vsako vrsto oz. mešano kulturo 
mikroalg posebej izbrati mikrob in prilagoditi proces razgradnje. 
 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti ali dodatek kulture celulolitične bakterije C. 
thermocellum pospeši anaerobno razgradnjo mešane mikroalgne biomase in kateri način 
obdelave mikroalgne biomase, biološka predobdelava ali bioaugmentacija s C. 
thermocellum, najbolj poveča proizvodnjo bioplina oz. metana. Doslej je bila večina 
raziskav opravljenih na čistih kulturah mikroalg, v tej raziskavi pa smo ţeleli preizkusiti 
mešano zdruţbo mikroalg, vzgojeno v digestatu čistilne naprave Koto d.o.o. 
 
Z metodo bioaugmentacije s kulturo C. thermocellum so Lü in sodelavci (2013) iz čiste 
kulture mikroalg Chlorella vulgaris proizvedli od 17 do 24 % več metana. Raziskavo so 
izvedli na dva načina, oba pri anaerobnih termofilnih pogojih (55 °C). Pri prvem so 
mikroalgni biomasi (2 g OS/L) in metanogeni biomasi (3 g OS/L) dodali kulturo C. 
thermocellum v različnih volumskih odstotkih (0 %, 1 %, 5 % in 10 %). Največ metana 
je nastalo pri poskusnih mešanicah, v katere so dodali 10 vol % kulture C. thermocellum 
(403 mL/g OS). Drugi del raziskave so izvedli na dva različna načina. Pri prvem so 
mikroalgni biomasi (3 g OS/L) istočasno dodali 5 vol. % kulture C. thermocellum in 
metanogeno biomaso (2 g OS/L). Drugi del poskusa pa so izvedli dvostopenjsko. 
Najprej so mikroalgni biomasi (3 g OS/L) dodali 5 vol. % kulture C. thermocellum in 
mešanico inkubirali 7 dni pri temperaturi 55 °C, pri čemer je nastajal vodik. Nato so po 
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sedmih dneh inkubacije mešanici dodali še metanogeno biomaso (2 g OS/L), ki je 
začela porabljati nastali vodik in proizvajala metan. Dvostopenjski način je povečal 
izplen metana za 9,4 % (321 mL/g OS) v primerjavi z enostopenjskim načinom (317 
mL/g OS) (Lü in sod., 2013). 
 
Prav tako so Lavrič in sodelavci (2017) z bioaugmentacijo s kulturo C. thermocellum 
povečali biometanski potencial mikroalgne mešanice. Biometanski potencial se je 
povečal pri termofilnem procesu (55 °C), kjer so avtorji z dodatkom C. thermocellum 
(10 vol. %) pospešili razgradnjo mikroalg in posledično povečali proizvodnjo metana za 
12 %. Na ta način so z bakterijskimi encimi izboljšali hidrolizo, prvo stopnjo anaerobne 
razgradnje organskih snovi. V raziskavi so uporabili mešano mikroalgno zdruţbo, ki je 
vsebovala od 1,3 – 1,9 % lipidov, kar je malo v primerjavi s čisto kulturo H. pluvialis, 
ki vsebuje 16 % lipidov. Glede na podatke je bila energijska vrednost uporabljene 
mikroalgne mešanice manjša, kot bi bila pri uporabi čiste kulture H. pluvialis. 
 
Na podlagi navedenih raziskav smo se v magistrskem delu odločili za metodo biološke 
predobdelave mikroalg s C. thermocellum (Muñoz in sod., 2014). Poleg tega smo se 
odločili še za izvedbo metode bioaugmentacije. Upoštevali smo dejstvo, da k slabši 
razgradljivosti mikrolagne celične stene pripomore celuloza, zato smo za biološko 
predobdelavo in bioaugmentacijo izbrali celulolitično, anaerobno termofilno bakterijo 
Clostridium thermocellum, ki proizvaja vodik. Pri bioaugmentaciji smo se odločili za 
enkraten dodatek celulolitične kulture na začetku poskusa in za trikratno zaporedno 
bioaugmentacijo s celulolitično kulturo in sicer na začetku poskusa, po treh in po šestih 
dneh.  
 
Pred izvedbo BMP testa, s katerim smo spremljali proizvodnjo bioplina in nekatere 
druge procesne parametre, smo preverili encimske aktivnosti bakterije C. thermocellum. 
Največjo povprečno ksilanazno aktivnost (106,2 mM RS/mgPROT/min) smo izmerili 
pri vzorcih celic, ki smo jih gojili v gojišču z Avicelom, pri OD~0,6. Največjo 
povprečno CMCazno aktivnost (19,1 mM RS/mgPROT/min) smo izmerili pri vzorcih 
supernatanta, kjer smo C. thermocellum gojili v gojišču z Avicelom, pri OD~0,6. 
Rezultati sovpadajo z ugotovitvami raziskave, kjer so avtorji pri rasti bakterije C. 
thermocellum na celulozi dokazali večjo ksilanolitično aktivnost v primerjavi s 
celulolitično aktivnostjo (CMC-aze) (Osiro in sod., 2017). Pri vzorcih, kjer smo C. 
thermocellum gojili v gojišču z mikroalgami, avicelazne oz. eksoglukanazne aktivnosti 
nismo zaznali. 
 
Pri proizvodnji metana je pomembno tudi razmerje med količino dodanega substrata 
(mikroalgne biomase) in količino metanogene biomase. Ob prenizkem deleţu 
metanogene biomase lahko pride do slabše proizvodnje metana in daljšega obdobja 
prilagajanja mikroorganizmov na substrat (lag faze). To se lahko zgodi zaradi nizke 
aktivnosti ali zaradi manjšega deleţa metanogenih arhej, kar lahko posledično privede 
do kopičenja maščobnih kislin. Pri testu BMP je zato zelo pomembno, da ustrezno 
določimo razmerje med mikroalgno biomaso, metanogeno biomaso in kulturo C. 
thermocellum (Lü in sod., 2013).  
 
V prvem testu BMP, kjer smo mikrobno biomaso obremenili z 1,17 g OS mikroalgne 
mešanice/1 g OS mikrobne biomase, je bila proizvodnja bioplina in metana niţja v 
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primerjavi z rezultati raziskave avtorjev (Lavrič in sod., 2017), v kateri so mikrobno 
biomaso bremenili z 0,65 g OS mikroalgne mešanice /1 g OS mikrobne biomase. Alzate 
in sodelavci (2012) so s testom BMP preverjali vpliv različnih razmerij med substratom 
(mikroalge) in metanogeno biomaso. Preverili so razmerje 0,5, 1 in 3 g OS substrata/ g 
OS metanogene biomase. Ugotovili so, da je bila anaerobna razgradnja in proizvodnja 
metana najučinkovitejša pri razmerju 0,5. Pri razmerju 1 je bila učinkovitost nekoliko 
slabša, medtem ko se je pri razmerju 3 poleg najslabše učinkovitosti pojavila še 4–
dnevna lag faza, kar nakazuje na potencialno inhibicijo metanogene aktivnosti zaradi 
kopičenja kratkoveriţnih maščobnih kislin.  
 
V prvem testu BMP pri poskusnih mešanicah z biološko predobdelanimi mikroalgami 
se proizvodnja bioplina in metna ni povečala (slika 15 in 16). V primeru 
bioaugmentacije, kjer smo poskusnim mešanicam z mikroalgno mešanico dodali kulturo 
C. Thermocellum, se je kumulativna proizvodnja bioplina povečala za 18 % (slika 15), 
kumulativna proizvodnja metana pa za 24 % (slika 16). Trikratna zaporedna 
bioaugmentacija poskusnih mešanic s kulturo C. thermocellum pa je povečala 
kumulativno proizvodnjo bioplina za 21 % (slika 15), kumulativno proizvodnjo metana 
pa za 25 % (slika 16). Ugotovili smo, da je bioaugmentacija mešanic s kulturo C. 
thermocellum pospešila hidrolizo mikroalg in posledično povečala proizvodnjo bioplina 
in metana. 
 
Glede na ugotovitve avtorjev raziskave (Lavrič in sod., 2017) sklepamo, da je bila v 
našem prvem testu BMP slabša proizvodnja bioplina posledica prevelike obremenitve 
mikrobne biomase z mikroalgno mešanico, ki je zaradi kopičenja amoniaka lahko 
povzročila inhibicijo procesa anaerobne razgradnje. Zaradi tega smo v drugem poskusu 
testa BMP zniţali obremenitev mikrobne biomase na 0,69 g OS substrata/1 g OS 
mikrobne biomase. Proizvodnja bioplina in metana se je povečala, prav tako so trendi 
proizvodnje bioplina in metana primerljivi z ugotovitvami raziskave prej omenjenih 
avtorjev (Lavrič in sod., 2017).  
 
V prvem testu BMP z večjo obremenitvijo mikrobne biomase je biološka predobdelava 
mikroalg s kulturo C. thermocellum trajala 7 dni. V mešanicah s predobdelanimi 
mikroalgami je proizvodnja bioplina in metana strmo naraščala ţe v prvih dneh 
inkubacije in se je po 13. dnevu praktično ustavila. Pri ostalih testnih mešanicah je 
prišlo do intenzivnega naraščanja proizvodnje bioplina in metana šele po nekajdnevni 
fazi prilagajanja (slika 15 in 16). Ker se proizvodnja bioplina in metana po 7-dnevni 
predobdelavi ni povečala v primerjavi s kontrolnimi mešanicami (slika 15 in 16), smo v 
drugem poskusu skrajšali čas predobdelave na tri dni. Za skrajšan čas predobdelave smo 
se odločili na podlagi rezultatov prvega poskusa ter meritev encimskih aktivnosti, ki so 
bile največje ţe po 2-3 dneh. Ugotovili  smo, da je pri drugem testu BMP v poskusnih 
mešanicah z biološko predobdelanimi mikroalgami po nekaj dnevni fazi prilagajanja 
proizvodnja bioplina in metana intenzivno naraščala do 23. dneva in se nato praktično 
ustavila (slika 19 in 20). Poleg tega je skozi celotni test proizvodnja bioplina ostajala na 
ravni proizvodnje bioplina v pripadajočih kontrolnih mešanicah. Kar pomeni, da tudi v 
tem primeru predobdelava mikroalg s C. thermocellum ni imela vpliva na proizvodnjo 
bioplina in metana. Rezultati obeh testov BMP torej dokazujejo, da je biološka 
predobdelava mikroalg s kulturo C. thermocellum neučinkovita metoda za izboljšanje 
proizvodnje bioplina in metana, saj proizvodnje ne izboljša. Eden izmed vzrokov za 
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nizko proizvodnjo metana v primeru predobdelave je lahko vrstna raznolikost 
mikroalgne mešanice, kjer zaradi rigidnosti celičnih sten mikroalg najverjetneje ni 
prišlo do hidrolize pri vseh vrstah. Večji deleţ nastalega metana v mešanicah s 
predobdelanimi mikroalgami v primerjavi z deleţem metana v mešanicah z nativnimi 
mikroalgami dokazuje, da je kljub temu potekla določena stopnja hidrolize. Do tega je 
lahko prišlo tudi zaradi produkcije vodika, ki ga hidrogenotrofne metanogene arheje 
direktno uporabijo za nastanek metana. Prav tako je verjetno, da pri predobdelavi niso 
bili zagotovljeni optimalni pogoji za razmnoţevanje C. thermocellum kar je posledično 
vodilo v le delno hidrolizo mikroalg. Bioaugmentirane mešanice pa so vsebovale 
mikrobno biomaso, ki je  sevu C. thermocellum verjetno omogočila optimalnejše pogoje 
za rast. 
 
V poskusnih mešanicah, bioaugmentiranih s C. thermocellum se je kumulativna 
proizvodnja bioplina povečala za 15 %  (slika 19), kumulativna proizvodnja metana pa 
za 20 % (slika 20). V poskusnih mešanicah, trikrat bioaugmentiranih s C. thermocellum, 
se je kumulativna proizvodnja bioplina povečala za 54 % (slika 19) in kumulativna 
proizvodnja metana za 52 % (slika 20). Z metodo bioaugmentacije s kulturo C. 
thermocellum smo tako dokazali povečano proizvodnjo bioplina in metana. Proizvodnja 
bioplina in metana se je najbolj povečala pri trikrat bioaugmentiranih mešanicah s C. 
thermocellum, nekoliko manj pa z enkratnim dodajanjem kulture, kar je povezano z 
obstojnostjo kulture. Čater in sodelavci (2015) so z bioaugmentacijo z bakterijsko 
kulturo P. xylanivorans Mz5
T
 dokazali, da pri proizvodnji bioplina v prvih treh dneh 
poskusa število aktivnih bakterij P. xylanivorans Mz5
T
 upade za polovico, po šestih 
dneh na desetino dodane kulture, deseti dan pa baktrijske kulture niso več zaznali, kar 
ne preseneča, saj dodani mikroorganizmi v prilagojeni mikrobni zdruţbi niso oz. so 
slabo konkurenčni. Da bi se izognili kompeticiji in povečali hidrolitski učinek, smo se v 
naši raziskavi poleg enkratne bioaugmentacije odločili še za trikratno zaporedno 
dodajanje kulture C. thermocellum. Na hidrolizo substrata pomembno vpliva tudi 
aktivnost encimov dodane bakterije v danih pogojih. V raziskavi so Osiro in sodelavci 
(2017) ugotovili, da encimi bakterije C. thermocellum ohranjajo svojo aktivnost in 
hidrolizirajo lignocelulozno biomaso tudi pri daljši izpostavljenosti med 50 in 60 °C ter 
v kislem okolju, tudi pri vrednosti pH 5. Na podlagi rezultatov našega testa BMP in 
mikroskopskih posnetkov lahko zaključimo, da bioaugmentacija z bakterijo C. 
thermocellum poveča učinkovitost hidrolize mikroalgnih celičnih sten in s tem 
metanogeni zdruţbi omogoča laţji dostop do hranil in posledično poveča proizvodnjo 
bioplina in metana. 
 
Za proizvajalce bioplina je pomemben deleţ metana v bioplinu. V preglednici 14 so 
podatki s povprečnimi deleţi metana testa BMP z bolj obremenjeno mikrobno biomaso, 
kjer vsebujejo največji povprečni deleţ metana poskusne mešanice z biološko 
predobdelanimi mikroalgami (83,8 %). Podoben trend vidimo v preglednici 16, kjer so 
podatki s povprečnimi deleţi metana testa BMP z manj obremenjeno mikrobno 
biomaso. Tudi tukaj poskusne mešanice z biološko predobdelanimi mikroalgami 
vsebujejo največji deleţ metana (70,2 %). Pri obeh testih so vrednosti podobne 
vrednostim negativnih kontrol za biološko predobdelane mikroalge, kjer ni bilo dodane 
kulture C. thermocellum, ampak samo gojišče. Tako predvidevamo, da večji deleţ 
metana nastal na račun izpostavljenosti mikroalgne mešanice temperaturi 55 °C in ne 
dodani kulturi C. thermocellum. Sklepamo, da so vrednosti pri testu BMP, kjer smo 
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mikrobno biomaso bolj obremenili, višje zaradi daljše predobdelave mikroalg (7 dni), 
medtem ko je pri testu BMP z manjšo obremenitvijo mikrobne biomase predobdelava 
trajala 3 dni. 
 
Ob primerjavi vsebnosti metana v bioplinu pri bioaugmentiranih mikroalgah vidimo, da 
so pri testu BMP z bolj obremenjeno mikrobno biomaso testne mešanice mikroalg, 
bioaugmentirane s C. thermocellum (A-C.t.), v bioplinu vsebovale povprečno 57,7 % 
metana in trikrat bioaugmentirane poskusne mešanice s C. thermocellum (A-3xC.t.) 
57,6 % metana. Pri testu BMP z manj obremenjeno mikrobno biomaso so testne 
mešanice, bioaugmentirane s C. thermocellum (A-C.t.) vsebovale povprečno 62,3 % 
metana v bioplinu, trikrat bioaugmentirane poskusne mešanice s C. thermocellum (A-
3xC.t.) pa 63,7 % metna. Pri vseh bioaugmentiranih poskusnih mešanicah mikroalg so 
vrednosti podobne vrednostim negativnih kontrol. Iz rezultatov lahko zaključimo, da je 
neodvisno od načina bioaugmentacije (1-kratna ali 3-kratna) pri vsebnosti metana v 
bioplinu ključna obremenjenost mikrobne biomase (ustrezno razmerje med substratom 
in mikrobno biomaso). 
 
S pomočjo vrednosti KPK substrata (mikroalg) smo izračunali izplen metana v testnih 
mešanicah. Ob optimalnem poteku bioplinskega procesa iz 1 g KPK teoretično nastane 
največ 350 mL metana (Deublein in Steinhauser, 2008). Pri obeh testih BMP je izplen 
metana najvišji pri testnih mešanicah s tremi zaporedno dodanimi odmerki kulture C. 
thermocellum, vendar bistveno večji (85,3 %) pri testu BMP z manjšo obremenitvijo 
mikrobne biomase (0,69 g OS substrata/ 1 g OS mikrobne biomase). Tukaj se volumni 
nastalega metana na 1 g KPK substrata gibljejo med 144,5 mL metana pri testnih 
mešanicah z biološko predobdelanimi mikroalgami in 299 mL metana pri testnih 
mešanicah s tremi zaporedno dodanimi odmerki kulture C. thermocellum. V 
bioaugmentiranih mešanicah s C. thermocellum je nastalo 191 mL metana na 1 g KPK 
substrata, pri nativnih mikroalgah pa 90 mL metana (preglednica 17). 
 
Med poskusom smo spremljali tudi koncentracije kratkoveriţnih maščobnih kislin, ki 
vplivajo na stabilnost bioplinskega procesa. KMK so vmesni produkt anaerobne 
fermentacije in njihovo kopičenje je pokazatelj neuravnoteţenega procesa, ki lahko vodi 
v njegovo inhibicijo (Adorno in sod., 2014; Chasnyk in sod., 2015). Kadar acidogeneza 
poteka hitreje kot metanogeneza, pride do kopičenja maščobnih kislin. Višja 
koncentracija ocetne kisline posledično zavira razgradnjo propionske kisline, ki je 
najbolj značilen pokazatelj inhibicije procesa. Pri obeh testih BMP je bilo v testnih 
mešanicah prisotne največ ocetne kisline (do največ 1,8 g /L) in propionske (do največ 
0,4 g/L). Za optimalen proces koncentracija ocetne kisline ne sme preceči 2 g/L, 
koncentracija propionske kisline pa ne 0,9 g/L. Koncentracije KMK so se med 
procesom anaerobne razgradnje zniţevale in bile najniţje ob koncu poskusa (priloga A 
in priloga B). To dokazuje, da se so KMK med procesom  porabljale in da je 
metanogena razgradnja potekala optimalno.  
 
Koncentracija maščobnih kislin se direktno odraţa tudi v vrednosti pH. Ob kopičenju 
KMK se zniţuje vrednost pH, saj KMK izčrpajo pufersko kapaciteto (Alzate in sod., 
2012). Prenizka vrednost pH deluje zavirajoče na metanogene mikrobe in posledično 
ustavi metanogenezo. Za optimalen proces anaerobne razgradnje se vrednost pH giblje 
med 6 in 8, za termofilno anaerobno razgradnjo pa okoli 7,5 (Yang in sod., 2015). V 
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našem primeru so se vrednosti pri testu BMP, kjer smo mikrobno biomaso obremenili z 
1,17 g OS substrata/ 1 g OS mikrobne biomase, gibale med 7,3 in 8,4, kar je nekoliko 
nad optimalnimi vrednostmi. Pri testu BMP z manj obremenjeno mikrobno biomaso 
(0,69 g OS substrata/ 1 g OS mikrobne biomase) pa so se vrednosti pH gibale med 7,2 
in 7,7, kar ustreza optimalni vrednosti pH za termofilen proces.  
 
Rezultati raziskave potrjujejo, da so mikroalge kot substrat ustrezne za proizvodnjo 
bioplina. Proizvodnjo bioplina in metana lahko učinkovito povečamo, zlasti z 
bioaugmentacijo s kulturo C. thermocellum. Vsekakor pa je potrebno prenos take 
proizvodnje bioplina na industrijsko raven ekonomsko upravičiti. Ţe samo priprava 
gojišč in gojenje kulture C. thermocellum v dodatnih bioreaktrojih bi povečala stroške 
procesa (Peng in sod., 2014). V bioplinarnah lahko poteka proces pridobivanja bioplina 
iz mikroalg po konceptu zaprte zanke, kar je ekonomsko ugodneje. Pri tem konceptu v 
bazenu z odpadno vodo gojimo mikroalgno zdruţbo in vanj dodajamo tekoči digestat iz 
bioplinarne. Tekoči digestat mikroalge uporabljajo kot vir organske snovi, dušika in 
fosforja. Mikroalgno biomaso nato uporabimo kot kosubstrat za proizvodnjo bioplina. 
Gojenje mikroalg ima na industrijskem nivoju še dodano vrednost, saj mikroalge za 
svojo rast porabljajo ogljik iz atmosfere in tako prispevajo k zmanjšanju izpustov 
toplogrednih plinov (Marsolek in sod., 2014).  
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Končne sklepe smo sprejeli na podlagi rezultatov našega raziskovalnega dela: 
 
 Biološka predobdelava mikroalg s kulturo C. thermocellum je neučinkovita, saj 
ne poveča proizvodnje bioplina in metana. Sklep delno potrjuje prvo delovno 
hipotezo. 
 
 Bioaugmentacija mešanic s kulturo C. thermocellum je uspešna metoda za 
povečanje proizvodnje bioplina in metna. Proizvodnjo bioplina je povečala do 
15 %, proizvodnjo metana pa do 20 %.  
 
 Trikratna zaporedna bioaugmentacija mešanic s C. thermocellum je najbolj 
povečala proizvodnjo bioplina in metana. Proizvodnjo bioplina je povečala do 
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Zaradi vse večje svetovne potrebe po energiji se hitro razvija področje obnovljivih virov 
energije. V ospredje stopajo viri tretje in četrte generacije biogoriv, kjer kot substrat za 
njihovo proizvodnjo uporabljamo tudi mikroalge. Njihova uporaba ima številne 
prednosti, med katerimi so bistvene manjša poraba vode in da jih lahko gojimo na 
neobdelanih površinah ob visokih koncentracijah CO2. Poleg tega imajo visoko 
fotosintetsko učinkovitost in visoko produktivnost.  
 
Mikroalge so se izkazale kot primeren substrat za anaerobno razgradnjo, v kateri nastaja 
bioplin in jo vrši kompleksna mikrobna zdruţba. Glavni limitirajoč dejavnik tega 
kompleksnega sistema je hidroliza, kjer pride do razgradnje kompleksnih substratov do 
laţje dostopnih hranil. Pri uporabi mikroalg kot substrat za anaerobno razgradnjo 
predstavljajo dodatno teţavo še teţko razgradljive celične stene, neoptimalno razmerje 
med ogljikom in dušikom ter prisotnost večje količine lipidov. Za čim boljši izkoristek 
mikroalg kot substrat za anaerobno razgradnjo lahko mikroalge fizikalno ali kemično 
obdelamo, vendar to zahteva velik vloţek energije in posledično obremenjuje okolje. 
Zaradi tega postaja biološka obdelava (predobdelava in bioaugmentacija) vse bolj 
aktualna.  
 
V raziskavi smo ţeleli ugotoviti ali dodatek celulolitične bakterije C. thermocellum 
pospeši anaerobno razgradnjo mešane mikroalgne biomase in kateri način obdelave 
mikroalgne biomase, biološka predobdelava ali bioaugmentacija, najbolj vpliva na 
proizvodnjo bioplina oz. metana. Izvedli smo biološko predobdelavo in bioaugmentacijo 
z anaerobno, termofilno celulolitično  bakterijo C. thermocellum, ki proizvaja vodik, da 
bi pospešili hidrolizo algnih celičnih sten in s tem povečali proizvodnjo bioplina iz 
mikroalg. S testom BMP smo ugotavljali vpliv biološke predobdelave in 
bioaugmentacije na povečanje proizvodnje bioplina in metana. Pri biološki 
predobdelavi smo pred začetkom testa BMP mikroalgno biomaso inkubirali 7 oz. 3 dni 
s kulturo C. thermocellum pri temperaturi 55 °C. Bioaugmentacijo smo izvedli v dveh 
različicah. Pri prvi različici smo izvedli enkratno bioaugmentacijo s kulturo C. 
thermocellum na začetku testa BMP. Pri drugi različici pa smo izvedli trikratno 
zaporedno boaugmentacijo s kulturo C. thermocellum in sicer v začetku, na 3. in na 6. 
dan testa BMP. V prvem poskusu smo poskusne mešanice obremenili z 1,17 g OS 
substrata/ 1 g OS mikrobne biomase, v drugem poskusu pa z 0,69 g OS substrata/ 1 g 
OS mikrobne biomase. Osredotočili smo se na rezultate drugega poskusa, saj smo tam 
dosegli večje donose bioplina in metana.  
 
Prvi in zadnji dan testa BMP smo v poskusnih mešanicah določili vrednosti pH in KPK. 
Poleg tega smo med poskusom redno merili volumen nastalega bioplina, deleţ nastalega 
metana v bioplinu in koncentracijo KMK. Rezultati kaţejo, da sta oba testa BMP 
potekala optimalno, saj so bile koncentracije KMK ustrezno nizke, pH vrednosti pa so 
se gibale v območju med 7 in 8.  
 
Glede na izmerjene volumne bioplina in metana, se je kot uspešna metoda za povečanje 
proizvodnje bioplina iz mikroalgnih mešanic izkazala bioaugmentacija, medtem ko 
biološka predobdelava mikroalg ni povečala proizvodnje bioplina. Z metodo enkratne 
bioaugmentacije se je povečala proizvodnja bioplina do 15 % in proizvodnja metana do 
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20 %. Kot najuspešnejša metoda se je izkazala trikratna zaporedna biougmentacija s C. 
thermocellum, kjer se je proizvodnja bioplina povečala do 54 %, proizvodnja metana pa 
do 52 % glede na kontrolne testne mešanice.  
 
Prenos metod na industrijski nivo je potrebno tudi ekonomsko upravičiti, zato so na tem 
področju potrebne še nadaljnje raziskave. Biološka predobdelava in bioaugmentacija so 
okolju prijazne metode, vendar dodatne stroške pri proizvodnji bioplina predstavljajo 
definirana gojišča, avtoklaviranje in dodatni bioreaktorji. Proces bi bilo smiselno voditi 
po modelu zaprte zanke, kjer mikroalge gojimo v bazenu, v katerega vzporedno vodimo 
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PRILOGA  A 
Koncentracije KMK (ocetna kislina, propionska kislina, ostale kisline) s standardnimi 
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PRILOGA  B 
Koncentracije KMK (ocetna kislina, propionska kislina, ostale kisline) s standardnimi 
napakami v poskusnih mešanicah med drugim poskusom 
